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INTRODUCCION 
La Enfennedad de Chagas 
La Enfermedad de Chagas afecta a 10s habitantes de prdcti 
camente todos 10s pafses del continente American0 desde el Sur 
de 10s Estados Unidos hasta la Argentina y Chile. La prevaleno- 
cia de la enfermedad en 10s diferentes pafses ha sido estimada 
en el 20% del total de la poblaci6n, lo que significa que a1 ms 
nos, 7 millones de personas est$n infectadas con el Trypanosoma 
cruzi (World Health Organization, 1960). Se han encontrado a 
10s vectores en grandes areas de la regidn neotropical desde el 
paralelo 43 Norte hasta el 49 Sur. Se han detectado tripanoso-- 
mas del tip0 T. cruzi en d s  de 100 especies de animales salva- 
jes, pertenecientes a diferentes brdenes, en regiones endemicas 
y en dreas aparentemente libres de Enfermedad de Chagas humana. 
Alrededor de 35 millones Be habitantes estan probablemente ex-- 
puestos a 10s riesgos de infecci6n en todas las Breas endemicas. 
Aunque no existen datos completos sobre su morbilidad y 
mortalidad, el impact0 causado por la Enfermedad de Chagas pue- 
de ponerse en evidencia por su alta prevalencia en dreas rura-- 
les, la incapacidad ffsica causada por sus formas clfnicas car- 
dfacas que afectan especialmente a gente jdven en la segunda mi 
tad de la vida, la ocurrencia de una relativamente alta propor- 
ci6n de muertes sbbitas, el costo de hospitalizaci6n y el dafio 
psicoldgico provocado por esta enfermedad potencialmente peli-- 
grosa en un gran ndmero de pacientes asintombticos. 
El control de la Enfermedad de Chagas puede llevarse a cg 
bo a traves del mejoramiento de las viviendas (dependiente de 
factores econ6micos y sociales usualmente lentos) y la aplica-- 
ci6n de insecticidas de acci6n residual en las viviendas huma-- 
nas (un programa extenso y a largo plazo). Hasta la fecha, nin- 
guna droga cura la Enfermedad de Chagas en forma efectiva. Una 
droga barata y no tdxica capaz de ser utillzada en casos indivi 
duales asf como para prevenir la transmisidn de la Enfermedad 
de Chagas es abn un sueiio vago.. Existe por lo tanto una gran ng 
cesidad de nuevos compuestos activos contra el Trypanosoma cru- 
zi. 
-
Ciclo bioldgico del Trypanosoma cruzi 
El T. cruzi es transmitido usualmente por insectos hemate 
fagos (Hemfptera, Reduvidae) que durante o despues de la inges- 
ta de sangre eliminan heces conteniendo trtpomastigotes metacf- 
clicos infectantes. Estas formas metacfclicas penetran a1 hues- 
ped vertebrado ya sea a travgs de lesiones en la pie1 o las me5 
branas mucosas normales, y llevan a cab0 una multiplicacidn d i ~  
contfnua: 10s pardsitos luego de penetrar a una gran variedad 
de cglulas, se transforman en la forma amastigote que se multi- 
plica por fisidn binaria y luego de 4 8 5 dfas se diferencian 
en tripomastigotes. Estos flagelados recientemente formados son 
liberados de las c6lulas parasitadas hacia la sangre y luego de 
circular por un cierto perfodo de tiempo sin multiplicarse pens 
tran a diferentes celulas del huesped para llevar a cab0 un nug 
vo clclo tlsular. La fase aguda caracterizada por la presencla 
de un gran ndmero de parasit08 en 10s estadfos tisular y sangug 
neo es segulda comdnmente por una fase crdnica con una parasits 
mla subpatente, escasasfonnas tlsulares y un balance equllibra- 
do entre hudsped y par6slto. La cura espontdnea no ha sldo re=- 
portada hasta ahora. Los vectores se lnfectan a1 ingerir las 
formas sangufneas que evolucionan a travgs de su tracto digest& 
vo. En el intestino medio se encuentran numerosos eplmastlgotes 
en divlsl6n. La mayorfa de las fohnas metacfcllcas infectantes 
se forman aparenternente en el recto donde se tienden a acumular 
hasta su eliminacidn por las heces. 
El T. cruzi crece en numerosos medlos complejos (revlsto 
por Taylor y Baker, 1968) per0 hasta hora no ha sldo cultivado 
en un medio completamente deflnldo. La diferenciacl6n de 10s e- 
pimastigotes en las formas trltpomastigotes metacfclicas infec-- 
tantes ocurre durante la fase estacionarla delos cultlvos. S6lo 
las formas metacfclicas son infectantes para el hudsped verte-- 
brado y su lnfectividad parece depender de la cepa, el nhero 
de tripomastigotes inoculados y el tiempo de cultivo en un me-- 
dio artificial (Chiarl, 1971) . 
El enfoque racional de la quimloterapla 
Hace mas de 70 afios, Paul Erlich establecid que la final& 
dad de una quimoterapia especfflca es la utilizacidn de drogas 
que exterminen a1 organism0 invasor sin perjudicar a1 hudsped. 
(Hihrmelweit, 1960). Ocasionalmente esta finalidad ha sido conse -
guida como resultado del ensayo empfrico de drogas seleccionadas. 
En su mayor parte 10s compuestos mbs dtiles fueron encontrados 
sin reparar en el rol de las estructuras afectadas por esos a=- 
gentes inhibidores especfficos. Esos -estudios fueron desarrollg 
dos mucho despuss en el curso de investigaciones sobre el mqca- 
nismo de accidn de estos antibidticos o sustancias sintgticas. 
El conocimiento ganado a travgs de tales estudios se encuentra 
ahora entre 10s mSs importantes que nos han permitido caracteri 
zar las diferencias bioqufmicas entre las distintas especies. 
Estas diferencias bioqufmicas, que constituyen la base de la 
bioqufmica comparada, son de dos clases. Una se relaciona con 
la diversidad de sfstemas metabdlicos en diferentes organismos 
y puede ser ejemplificada por diferencias en la biosfntesis de 
metabolitos esenciales o en otros caminos metabdlicos. La segug 
da se relaciona con 10s nuevos conocimientos de la biologfa mo- 
lecular que afirman que las diferencias en la composicidn y se- 
cuencia de 10s bcidos nucleicos entre 10s organismos determina 
diferencias en las estructuras de prdcticamente todas las pro-- 
tegnas, y enzimas de 10s pardsitos y sus hugspedes. El primer 
tipo de diferencia puede aportarnos informacidn sobre lo esen-- 
cia1 de un sistema metabdlico para la multiplicacidn y supervi- 
vencia de tanto el pardsito como el hugsped. Para que ese sistg 
ma esencial pueda ser explotado debemos definirlo y preparar un 
reactivo selective en una forma que pueda penetrar e inhibir la 
reaccidn esencial especfficamente en el huesped infectado (Co-- 
hen, 19771. - 
En 1904, Erlich us6 el azul tripdn para curar ratones in- 
fectados por ciertos tripanosomas [Himelweit, 1960). Sus obser -
vaciones lo convencieron de las posibilidades de una "chentothe- 
rapia specificatt, una conviccidn que inicid una larga bdsqueda 
que llevd a1 descubrimiento de la arsfenamina o Salvarssn, dro -
ga clfnicamente dtil (Albert, 1973). Muchos afios despugs, en la 
decada del 30, el descubrimento de que el prontosil y la sulfg 
nilamida derivada eran efectivos en la terapeutica de muchas in -
fecciones bacterianas apoyaron la hipdtesis de Erlich. 
Sin embargo, la demostracidn de que en las bacterias las 
sulfodrogas afectaban la incorporacidn del dcido para-aminobenzoL 
co necesario para la fonnaci6n del dcido fblico, que 10s tejidos 
animales requerfan ya formado, sugirid una vez d s  que las bacts 
rias y el hombre no poseen grandes diferencias. Las diferencias 
parecieron mfnimas:, el hombre habfa perdido 10s primer08 pasos en 
la biosfntesis de 10s folatos y muchas bacterias patdgenas carecfan 
del transportador para 10s folatos presentes en 10s tejidos ani- 
males. Asf, una quimioterapia especffica no necesitaba de las 
llamadas grandes diferencias bioqufmicas evolutivas. Aunque la 
incapacidad de las bacterias patdgenas para usar dcido f6lico 
constituSa un serio inconveniente para la bacteria, la mayorfa 
de 10s bioquhicos no lo consider6 como una gran diferencia 
evolutiva. Sin embargo, las diferencias menores en el meta- 
bolism~ del dcido fdlico en muchos organismos fueron explota- 
das y llevaron a la preparacidn de numerosas sustancias que 
casi especlIficamente inhibfan diferentes pasos de su metabolism0 
en bacterias, protozoarios y otras c&lulas (Hitchings y Burchall 
1965, Bertino, 1979) . 
A pesar de todo, el paradigma Be la "Unidad de la Bioqufmg 
can que pudo ser postulado para minimizar la existencia de  dive^ 
sidad y su posible utilidad en el disefio de agentes terap&uticos 
no fue seriamente cuestionado hasta el descubrimiento de 10s an- 
tibidticos. La existencia de 10s antibi6ticos y el esclarecirniep 
to de su mecanismo de accidn en numerosos casos, por ejemplo la 
penicilina y el cloranfenicol, dividi6 el mundo biolbgico en or- 
ganismos procariotes y eucariotes (Stanier y col. 1970). La ac-- 
cidn terapgutica especffica de la penicilina radicaba en la inhi 
bicidn de una enzima esencial para la sfntesis de 10s peptidogli 
canos de las bacterias (procariotes), estructuras para las cua-- 
les no existfan homblogas, es decir contraparte estructural des- 
cendientes de formas ancestrales comunes, en 10s eucariotes. La 
sensibilidad especffica de 10s ribosomas bacterianos a1 cloranfp 
nicol y muchos otros antibidticos llev6 a creer que existen gra2 
des diferencias bioqufmicas cualitativas entre 10s procariotes 
patdgenos y sus huespedes eucariotes. Las celulas eucariotes po- 
seen estructuras asociadas a su membrana y ribosomas citoplasm8- 
ticos que son analogos a estas estructuras de las bacterias. Sin 
embargo, estas estructuras Be 10s eucariotes parecen haber evolg 
cionado independientemente de las estructuras de 10s procariotes. 
Aunque sabemos que existen sustancias especfficas de 10s 
procariotes y carninos biosint6ticos especfficos caracterfsticos 
de ciertas celulas eucariotes, muy poco se ha hecho para explo- 
tar estas diferencias conocidas de modo sistedtico. Las razo-- 
nes mas obvias de esta deficiencia son el contfnuo exit0 tera-- 
Mutico del viejo metodo de obtencidn de drogas por m6todos em- 
pfricos y sus mejoras. Han sido encontradas importantes sustan- 
cias antibacterianas y se han hecho modificaciones de 10s anti- 
bidticos existentes por sfntesis creativa para incrementar su 
estabilidad, distribucidn y espectro antibacteriano. Como 10s 
compuestos obtenidos de esta forma pueden controlar la mayor 
parte de las infecciones bacterianas en el mundo desarrollado, 
no se han iniciado nuevas formas de bdsqueda de drogas. 
En contraste con el Bxito obtenido para la mayorfa de las 
infecciones bacterianas, intentos similares para buscar compueg 
tos sint6ticos y productos naturales con actividad especffica 
contra protozoarios pardsitos no han llevado a la obtencidn de 
un nhero significative de compuestos clfnicamente btiles. 
Aunque se conocen compuestos efectivos para algunas enfez 
medades tropicales las tripanosomiasis son claramente enfermedg 
des para las cuales se necesitan nuevas y mejores drogas. 
En el caso del Trypanosoma cruzi, poco se ha hecho para 
ldentificar reacciones metabdlicas especfficas y aprovecharlas 
con finalidad terapeutica y la causa de esta deficiencia ha si- 
do la aplicacidn del m&todo empfrico para la obtencidn de dro-- 
gas. 
La obtencidn de farmacos utilizable8 en medicina humana 
implica las fases siguientes: a) la identificacidn del agente y 
caracterizacidn de su accidn in vitro; b) la demostracidn de su 
accidn in vivo, en el hudeped infectado; c) ensayos de toxici-- 
dad aguda y crdnica, metabolismo y farmacocinetica y d) aplica- 
cidn de la tecnologfa farmactlutica para su produccidn en escala 
industrial. La investigacidn basica tiene un papel muy importaq 
te en la primera etapa del proceso pues aporta la informacidn 
inicial que permite el desarrollo de las etapas subsiguientes. 
Describiremos a continuacidn las diferencias metabdlicas mbs i~ 
portantes que se han encontrado entre el T. cruzi y su huesped 
mamffero que han permitido por una parte, concebir un interesaE 
te modelo quimioterbpico, y por la otra, explicar la accidn de 
nitrofuranos sobre el T. cruzi entre 10s cuales se.encuentra el 
nifurtimox, el fdrmaco mbs frecuentemente empleado para tratar 
10s chagbsicos. 
Toxicidad de 10s productos de la reduccidn parcial del 02: 
A pesar de estar presentes en concentraciones muy bajas, 
el ani6n superdxido (0;) y el perdxido de hidrdgeno (H202) son 
metabolites intracelulares normales. 
Varias enzimas citoplasm$ticas del tipo de las flavopro-- 
tefnas, tales como la xantino oxidasa y la aldehfdo oxidasa, 
producen 0; (Fridovich, 1974) . Las lnitocondrias parecan consti- 
tuir el principal sitio celular de produccidn de 0;. En hfgado 
de rata, hay una formacidn de cerca de 24 nmol 0Z/min/g, lo que 
representa cerca del 75% de la produccidn total de 0;. 
La enzima superdxido dismutasa (SOD) mitocondrial mantiene una 
baja concentracidn de 0: en estado de equilibrio, cuya concen- 
-12 traci6n fue calculada en 8x10 M en el espacio de la matriz 
mitocondrial (Tyler, 1975) . Por otra parte, la concentraci6n 
-12 
citoplasdtica de 0; en estado estacianario es de 66x10 M 
[Tyler, 1975). Datos recientes de literatura indican que el re -
tfculo endoplasmico celular puede producir cantidades conside- 
rable~ de 0; en condiciones fisioldgicas (Mishine y col., 1976. 
Sliger y col., 1974, Bartoli y col., 1976). 
En cuanto a1 H2O2, se sabe que una serie de organelas y 
enzimas son fuentes de esta sustancia y que la velocidad de 
formacidn de H202 en estos sistemas depende de la.provisi6n de 
sustratos y de 02. Estudios efectuados en hlgado de rata per-- 
fundido han demostrado que la formacidn mitocondrial de perbxg 
do de hidr6geno constituye un evento fisioldgico en condicio-- 
nes ae~bbicas (Oshino y col., 1978) . Estudios realizados con 
mitocondrias aisladas de diferentes orfgenes han demostrado que 
en todos 10s casos estas organelas son un sistema generador de 
H202. Estas determinaciones han sido realizadas con corazdn de 
paloma (Boveris y Chance, 1973), rata y vaca (Loschen y col., 
1974) hfgado (Boveris y col., 1972) y riiion de rata, pulm6n de 
paloma, mdsculo de Ascaris sp., Saccharomyces cerevisiae (Chaq 
ce y col., 1979) y Crithidia fasciculata (Kusel y col., 1973) . 
Se determind que el anidn superdxido es un precursor estequio- 
Y 
dtrico del perdxido de hidrdgeno mitocondrial y microsomal 
(Loschen y col., 1974) . 
Los datos obtenidos con las fracciones aisladas de hfgado 
de rata indican que las mitocondrias, 10s microsomas, 10s pero- 
xisomas y las enzimas solubles son responsables por la formacidn 
del 148, 47%. 34% y 5% respectivamente del H202 citoplasmdtico, 
en presencia de sustratos adecuados (Boveris y Chance, 1973). 
Considerando la velocidad de produccidn de H202 en el hlgado de 
rata perfundido (Oshino y col. 1973, Oshino y col., 1975a) , y 
en este mismo 6rgano in situ (Oshino y col., 1975b) y la canti- 
dad de catalasa de hlgado de rata (Oshino y col. 1975a) , la cop 
centraci6n de H202 en estado de equilibria puede ser estimada 
en cerca de lo-* M (Oshino y col., 1973). 
La Fig. 1 esquematiza el metabolismo del petbxido de hi-- 
drbgeno. El anidn superdxido es generado por las mitocondrias 
presentes en toda cBlula aerdbica y por algunas enzimas espg 
cializadas presentes en determinados tejidos diferenciados, c0- 
mo por ejemplo, la xantino oxidasa de hlgado y la ferredoxina 
de las adrenales. La super6xido dismutasa (SOD) presente en las 
mitocondrias y en el citosol (Fridovich, 1974) asegura la dismg 
tacidn del radical 0: en H202 y oxlgeno de acuerdo con la reac- 
ci6n de Mc Cord y Fridovich (1969) : 
MITOCONDRIA 
xant inoox ida~  1 
ferredoxinor 
etc. 
r SOD I 
1- I cat  1 
- - - -  . - - - 
_ _ _  _ _ - - - 
F i g .  1 .  Metabolismo c e l u l a r  d e l  anidn superdxido y d e l  H202. 
El H202 es normalmente degradado por la catalasa, presen- 
te en 10s peroxisomas de hfgado, corazdn y rifion. En otros teji 
dos desprovistos de actividad cataldsica, el H202 difunde a trg 
~ 8 s  de la corriente sangufnea hasta la catalasa de 10s eritroc4 
tos, siendo 8ste el principal mecanismo de eliminacidn del H202. 
En algunos tipos celulares especializados existen peroxidasqs 
como la glutatibn peroxidasa (GP) de hfgado o la citocromo c Pg 
roxidasa de levadura, o la peroxidasg de rbbano, que conducen a 
la ellminacibn del H20Z acoplada a la oxidacidn de ciertas sus- 
tancias (AH2 en general) como el glutation (GSH), el citocromo 
c reducido y fenolaminas aromdticas. Esta combinacidn de enzi-- 
mas constituye en parte una defensa normal de 10s organisms 
vivos contra la acumulacldn de H202 y o;, 10s cuales pueden in-- 
teractuar entre sf, de acuerdo con la reaccidn de Haber-Weiss 
(1934) : 
Esta reaccibn, que actualmente se piensa que es cataliza- 
da por pe3+ (Mc Cord y Day, 1978), produce radical hidroxilo 
(OH') muy tdxico y principal responsable del dafio bioldgico cag 
sado por las radiaciones ionizantes (Fridovich, 1974). Estos 
tres productos de la reduccldn parcial del oxfgeno son tbxicos. 
El HZ02 es capaz de actuar corn oxidante y como reductor de he- 
moprotefnas y de mol&culas conteniendo grupos tioles. El 0; es 
tambitin reductor y oxldante (por ejemplo, reduce a1 citocromo c 
y oxida la adrenalina) particieando en reacciones que llevan a 
la peroxidacidn de lfpidos (Fong y col., 1973). El radical hi-- 
drorxzlo reacciona indiscriminadamente con cualquier tlpo de mo- 
l&cula atacando grupos metil6nicos (-CH2 de dcidos gra-- 
+ 
sos o de dcidos nucleicos), con formacibn de grupos -CHOH y H 
y originando reacciones en cadena. Ciertos antioxidantes biold- 
.gicos, corm las vitaminas A y E, podrfan actuar removiendo radi 
cales libres y bloqueando estas reacciones en cadena. 
La velocidad de la reaccidn no enzidtica de Haber-Weiss 
(Reaccidn [2]) en el citoplasma de hfgado de rata puede ser es- 
timada conociendo las concentraciones en estado estacionario 
de 0; y de H202. Asumiendo una constante de 10'' M-~. s-I para 
la reaccidn de segundo orden, se puede concluir que se forman 
cerca de 0 .I nmol O~'/min /g de hggado (Boveris, 1977) . 
Se ha postulado (Kellog y Frodovich, 1975) que l a  reac- 
cidn de Haber-Weiss es tambign una fuente de oxfgeno s ingule te  
1 ( 02) en lugar  d e l  oxlgeno t r i p l e t e  normal: 
- 
H202  + 0; , OH' 
E s t e  oxfgeno s ingule te  podrla formarse en medios bioldgk 
cos (Allen y co l . ,  1974) siendo muy tdxico, m a s  adn que e l  ra- 
d i c a l  superbxido. 
A pesar  de que s u  mecanism no e s td  perfectamente ac la rg  
do, ex i s ten  evidencias dc que t an to  e l  lo2 corn e l  OH' pueden 
ac tuar  como in ic iadores  d e l  proceso de peroxidacidn l f p i d a  (KE 
l l o g  y Fridovich, 1975, Fong y co l . ,  1973). Considerando por 
ejemplo alOH' como e l  in i c i ado r  de l a  cadena de reacciones, pg 
demos suge r i r  e l  s igu ien t e  mecanism: 
RH + OH' - H 2 0 2  + R' 
R' + o2 - RO; 
ROi + RH - R02H + R' 
En l a  primera reaccidn, e l  08' abst rae  un &tom0 de hidrb- 
geno de un carbon0 metildnico. E l  rad ica l  formado incorpora O2 
y regenera e l  r a d i c a l  (reacciones (5) y [6] ) in ic iando l a  cads 
na de reacciones que l l e v a  a una extensa formacidn de perdxidos 
l i p ld i cos .  
A pesar de que f a l t a n  evidencias d e f i n i t i v a s  de l a  forma- 
ci6n de cantidades s lgn i f i ca t ivas  de perdxidos l ipfdicos  en con- 
diciones f i s io l6g icas ,  d a t o ~  recientes  sobre l a  l lberacidn de 
g lu ta t idn  (GSSG) en hfgado perfundido, constituyen una lmportan -
te contrlbucidn a1 tema. E l  hfgado de r a t a  perfundido l i b e r a  
2-4 nmol GSSG/min/g de t e j i d o  (Sies y Summer, 1975) . Consideraq 
do que l a  l iberaci6n de GSSG r e f l e j e  l a  act ividad de l a  gluts-- 
t i 6 n  peroxidasa (Sies y Summer, 19751, este valor corresponde-- 
r s a  a 100  nmol de rad ica les  perdxido ( ~ ~ O ~ ) / m i n / g  de hfgado. 5 
parentemente, l a  cadena de fonnacidn de rad ica les  actda COmo un 
f ac to r  de ampliiicacidn quo l l eva  a l a  formacidn de cerca de 
1 1000 nmol ROOH por OH* (y/o 02) generado (Boverls, 1977) . 
La peroxldacl6n l i p fd i ca  e s  tdxica  debldo a l a s  reaccio-- 
nes generadas por 10s radicales l l b r e s ,  prlncipalmente radlca-- 
le8 per6xido (ROOH) que son producidos.~ehj.,d~ m e  electron- 
no apareados , 10s rad ica les  lihres reaccltonan muy enbrgfcamen- 
te e i n l c i an  substracciones de hidrdgeno ZnespecffXcas y reac- 
clones q u h i c a s  de adtcidn (Tappel, 19731. Las BimenEranas y 
l a s  organelas subcelulares aon 10s sTt ios  m8s susceptfEles a 
la  peroxidaci6n l i p fd i ca .  D e  hecho, las membranas mltocondrla- 
l e s  y microsomales contienen cantidades relativamente grand- 
de dcidos grasos pol l lnsaturados  en sus fosfolfpldos.  Pueden 
e x i s t i r  Zicidos grasos de 2 ,  4 ,  5 y 6 dobles l igaduras,  para 
l a s  cuales  las velocldades r e l a t i v a s  de peroxddacldn i n  v l t r o  
son de 1, 4 ,  6 y 8 respectlvamente (Tappel 1973). Por o t r o  l a  
do, e l  dafio provocado por e s t a s  reacciones en cadena l l eva  a 
l a  formacidn de uniones cruzadas de protefnas ,  conduclendo a 
una pgrdida de actividad enzimatica y alteraciones estructurales 
en las membranas celulares (Tappel, 1973). 
Pequefias variaciones en el delicado equilibrio entre 10s 
procesos de generacidn y eliminacidn de 10s productos de la re- 
duccidn parcial del oxlgeno producen dradtlcos resultados del 
punto de vlsta biolbgico. Un aumento de la concentracidn de  OX^ 
geno a la que e s t h  expuestos fisioldgicamente 10s organismos 
~ ~ V O S  lleva a la puesta en evidencia de la toxicidad del mismo, 
10 que es interpretado como un aumento de 10s productos de su 
reduccidn parcial (Mc Cord y Fridovich 1969, Fong y col. ,1973). 
La generacidn de derivados de la reduccidn parcial del 0xfgen0 
en el Trypanosoma cruzi. 
La habilidad de 10s diferentes organismos para prevenir 
la accidn letal de 10s derivados de la reduccidn parcial del O2 
depende de su contenido en superdxido dismutasa (EC 1.15.1.1.), 
catalasa (EC 1.11.1.6) y peroxidasas (EC 1.11.1.7) . Una def iciep 
cia en estas enzlmas pueden definir un blanco adecuado para el 
disefio de drogas tripanocidas que actden incrementando la produg 
cidn de esos agentes tdxicoe. 
La f o m a  de  c u l t i y o  cephas t i go t e )  d e l  T. c r u z i  incubada con 
ofCacromo .c peroxtdasa CCCP~ como Sndicador externo no muestra 
difusi.8n de  HZ02 fue ra  de la. c e l u l a s  (Fig. 2 ) .  En con t ras te  don 
este resu l t ado  negafivo con 10s epimast igotes  i n t ac to s ,  se puede 
30gM NADPH 
P i g .  2 .  G e n e r a c i 6 n  d e  H20 p o r  e p i m a s t i g o t e s  d e  c r u z i .  A: 
g e n a d o  d e  e p i m a s t i g o t e s  ( 4 . 5  mg d e  p r o t e C n a f m l )  e n  K C 1  1 3 0  mM, 
a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  20 mM, pH 7 .2 ,  ~ ~ ~ ( c i t o c r o m o  c  p e r o x i d a s a )  
0.35 pM. B y C: Homogenado (0.16 mg p r o t e C n a / m l )  Donde se  i n d i c a  
se a d i c i o n a r o n  CCP, Q . 2 5  pM, NADPH 6 NADH. Otras c o n d i c i o n e s  como 
e n  A .  L o s  nGmeros a d y a c e n t e s  a 10s t r a z a d o s  i n d i c a n  l a  p r o d u c c i 6 n  
d e  H 0  e n  pmol fmin  p a r  106 c L l u l a s  (A) o e n  n m o l l m i n  p o r  mg prate 
gna  y (C).  Tomado d c  B o v e r i s  y  S t o p p a n i ,  1 9 7 7 .  
d-strar l a  formacidn de HZ02 por una cantidad equivalente de 
c&lu las  r o t a s  CBoverfs y Stoppanf, 1977, Fig. 2 ) .  Se puede ca lcu  -
l a r  una velocidad de peoduccl6n de 1 . 0  pmol H202/min por l o 6  c&lu -
l a s .  Es ta  velocldad se incrementa en-presenc ia  de NADPH o NADH 
En l a  Tabla 1 se rnuestra l a  produccidn de H202 por l a s  
TABLA 1. GENERACION DE H202 POR FRACCIONES DE T,  c r u z i  
( X  d e  p r o t e f n a  
d e l  homogenado) 
S u s t r a t o  
(nmoles /min  po r  mg d e  p r o t . )  
S i n  a n t i m i c i n a  Con a n t i m i c i n a  
N u c l e a r  (20 )  
M i t o c o n d r i a l  (40) 
Microsomal  (7) 
NADH 
NADPH 
NADH 
NADPH 
S u c c i n a t o  
NADH 
NADPH 
NADH 
NADPH 
Todas l a s  m u e s t r a s  f u e r o n  i n c u b a d a s  e n  un  medio c o n t e n i e n d o :  K C 1  
130  rmM, a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  2Q mM, pH 7 .2 ,  CCP 0 . 6  pM y 0.2-1.0 
mg d e  p r o t e f n a l m l .  Donde se i n d i c a  f u e r o n  a f iad idos  40 )IM NADH (6 
NADPH), 7  mM s u c c i n a t o  y 1-2 )IM a n t i m i c i n a .  Tomado d e  B o v e r i s  
y S t o p p a n i ,  1977 .  
fracciones subcelulares. Con la fraccidn mitocondrial es necesg 
ria la adicibn de NADH 8 NADPH para obtener cantidades medibles 
de H202, siendo el NADH 3 veces mas efectivo que el NADPH. Wi el 
succinato ni la antimicina estimulan la producci6n de H202 a pe- 
ear de que 10s epimastigotes poseen una succinato deshidrogenasa 
y una cadena respiratoria sensible a antimicina (Docampo y C O ~ .  
1978C) 
Con la fraccidn microsomal se obtienen resultados simila-- 
res aunque la velocidad de produccidn de H202 es lnds alta con 
NADPH qua con NADH. Los valores m8s altos de produccidn de H202 
son observados con el sobrenadante, siendo el NADPH el mbs efec- 
tlvo dador de electrones. La alta velocidad de producci6n de 
H202 con la fracci6n soluble sugiere la presencia de flavoproteg 
nas autooxidables del tipo de la flavodoxina en esta fraccidn 
(Misra y Fridovich, 1972) . 
La velocidad de produccidn de HZ02 por 10s homogenados de 
To cruzi representa alrededor del 3% del consumo enddgeno de O2 
de 10s epimastigotes. Este podrfa ser el valor mfnimo conside-. 
rando la disolucidn de sustratos end6genos y coenzimas presumi-- 
blemente involucrados en la generacidn de H202 bajo condiciones 
fisiolbgicas. Por otra parte la respiracidn insensible a cianuro 
y antimicina de 10s epimastigotes es de alrededor del 15-20% del 
total del consumo de O2 de estas cglulas (Stoppani y col., 1980) 
un valor del cual se puede inferir que una gran parte de la res- 
piracidn insensible a cianuro y antimicina se debe a la forma--- 
cidn de H20Z0 En este sentido vale la pena mencionar que Mesch- 
nick y col. ,  (1577) detectaron una concentracidn a l t a  de H202  en 
o t ros  tripanosomatfdeos (T. brucei] . La distr ibucidn de protef- 
nas en l a s  fracciones subcelulares descriptas en l a  Tabla 4 as% 
como 10s valores especfficos para l a  generacidn del  H 2 0 2  por 
esas fracciones permiten calcular  l a  contribucidn re l a t iva  de 
l a s  fracciones a l a  generacidn celular  t o t a l  de H202.  Esta con- 
tr ibucidn es: sobrenadante 63%, membranas mitocondriales 31% y 
re t fcu lo  endopldsmico 6%. Se debe notar, s i n  embargo, que este 
c6lculo e s t a  basado en l a  a f imacidn  de que bajo condiciones fg 
s ioldgicas  10s generadoresh H202estdn completamente saturados 
con sus t ra tos .  
La f a l t a  de l iberaci6n de H 2 0 2  de celulas  enteras a pesar 
de su ac t iva  generacidn por 10s epimastigotes implica l a  opera- 
cidn de un sistema detoxif icante  de RZOZ. Sin embargo, en 10s 
homogenados de epimastigotes no se detecta actividad de catala-  
sa  (Docampo y col. 1976)  . 
En contraste con es tos  resultados negativos, se puede de- 
m s t r a r  una actividad de ascorbato peroxidasa en 10s homogena-- 
do8 y en l a s  fracciones 'subcelulares provenientes de e l l o s  (ao- 
camp0 y col . ,  1976)  . 
La actividad peroxiddsica es td  asociada con l a s  fraccio-- 
nes que sedimentan a 480 g y 680 g,  que incluyen microcuerpos. 
La fraccidn soluble muestra una actividad especffica baja  aun-- 
que s igni f ica t iva .  En ausgncia de ascorbato l a  velocidad de dez 
cmposicidn de H202 por l a s  fracciones conteniendo microcuerpos 
no es s ign i f i ca t iva  (0-3% de l a  velocidad en presencia de ascog 
La presencia de peroxidasa en 10s microcuerpos de 10s epi 
mastigotes coincide con a) la preferente distribucidn de activi 
dad peroxid$sica en las fracciones de alta densidad) b) el he=- 
cho de que las peroxidasas oxidan selectivamente dadores conte- 
niendo la estructura enediol y c) la demostracidn citoquhica 
por Kallinikova (1968) de peroxidasa (Docampo y col. , 1976) . 
La ausencia aparente de catalasa en 10s microcuerpos de 10s ep& 
mastigotes coincide con observaciones negativas similares en 
otros protozoarios. El T. brucei, por ejemplo, tampoco posee cg 
talasa y posee en cambio una actividad peroxiddsica (Muller, 
19651. 
. . . . . . . . . 
TABLA 2.  ENZIMAS %ETAE(ILIZADORAS DE a202 EN TL .er-u'zi 
-- - - -- -- 
Reaccidn . S u s t r a t o  (pM) e  inh ib idor  (mM) - Act iv idad  
enzirn8; t i c a  ( m ~ 1 1 0 ~  c l l u l a s )  
Peroxidasa  H2O2(100) ; ascorbato  (50)  
i g u a l  + KCN ( 1 )  
i g u a l  + KCN ( 3 )  
i g u a l  + KCN ( 7 )  
H202(100);  guayacol  (30 )  
H202 (100)  ; p i r o g a l o l  (50)  
2+ H202(100) ; citocromo c  (50 )  
Catalasa  
Superdxido 
diemutaea 0; 
(SOD) , 
Datos tornados de Bover ie  y c o l .  1980.  
%hero de uperimeatos. 
L o s  resultados de l a  Tabla 2 muestran que utilizando difg 
rentes dadores de electrones (plrogalol, guayacol y cltocromo c 
reducldo) solo puede detectarse una actlvidad peroxldasica a a& 
t a s  concentraciones de ascorbato. E l  KCN lnhlbe l a  actlvidad a: 
corbato peroxidasa pero a concsntraclones relatlvamente a l t a s  
en comparacidn con peroxidasas tfplcas.  Esta ascorbato peroxidg 
sa es  termol6bil ya que se obtiene una completa inactivacl6n a 
1 0 0  OC durante 5 min y se  pierde actlvidad luego de l a  d ld l i s i s  
de 10s extractos de epimastigotes (Boverls y col.,  1 9 8 0 ) .  
Entre l a s  peroxidasas, el  r o l  de l a  glutatidn peroxldasa 
(E.C.1.11.1.9) ha sido recienternente reconocido ya que en ~ 6 1 ~ -  
l a s  como 10s hepatocitos de ra ta ,  es ta  enzima es  l a  principal 
responsable de l a  descomposicidn del H202 generado en e l  cito-- 
so l  y en l a  rnitocondria (Chance y col. , 1 9  79) . 
La medida del glutati6n t o t a l  (Tletze, 1969) en diferen-- 
t e s  extractos de epimastlgotes permlte calcular un valor de 4.9 
8 0.7 mole* de GSH/10  epimastigotes. Este valor es  de alrede- 
dor de 1 /10  de l  contenido de glutatidn en cdlulas de hfgado de 
ra ta  (Burk y col., 1978), cuando se  expresan 10s valores por g 
de t e  jido hdmedo (Boveris y col., 1980) . 
Como se  ve en l a  Tabla 3 exlste  una actividad de gluta--- 
t idn reductasa en 10s extractos l lb res  de c6lulas. E l  contenldo 
de es ta  enzima en 10s espimatlgotes es  de alrededor de 1/30 del 
de l a s  c&lulas de hfgado de r a t a  (Nishlki y col., 1926)  calculg 
do por g de te j ldo  hdmedo (Boveris y col.,  1 9 8 0 ) .  
TAB'LA 3. GLUTATION REDUCTASA, GLUTATION PEROXIDASA Y OTRAS 
. . 
A C T I V I D A D E S  ENZIMATICAS EN 'K 'c'r'uzf 
. . ,  , . . . , . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Reaccibn enzirndtica Oxidante A c t i  idad 1s ( U / l . O .  c 6 l u l a s )  
G l u t a t i 6 n  reductasa  GSSG 5 . 3  f 0.4 ( 8 )  
Gluta t idn  peroxidasa  
NADPH o x i d a s a  
*2O2 0 ( 8 )  
hidroperbxido d e  0.4 f 0.09 (22) 
t e r - b u t i l o  
hidroperbxido de 0 . 5  f 0.3 ( 6 )  
cumeno 
Tornado de Boveris  y c o l .  1980 .  
En la  Tabla 3 se muestra que con H202 no se puede d e m s t r a r  
ac t iv idad  de g lu ta tzdn  perox$dasa. Con hidroper6xido de t e r -bu t1  - 
I 
l o  e l  v a l o r  promedio de l a  a c t i v idad  peroxid8sica aparente  es muy 
bajo,  a l rededor  de  1/2500 de  l a  ac t iv idad  en hepatoci tos  de r a t a  
CBurk y co l .  19781. Por o t r a  p a r t e  l a  r e lac idn  de l a  a c t i v idad  en I 
presencia  de  Mdroper6xido de t e r -bu t i l o  con respecto  a l a  a c t i v i  -
dad de g l u t a t i d n  reductasa  en  10s ex t r ac to s  es 0.1 mientras  que 
l a  misma re lac idn  en hepa toc i t a s  de r a t a  es de 1.95 (Sies  y co l .  
1979). 
La super6xido dismutasa t i e n e  un importante r o l  en l a  genera- 
Los homogenados de  T. c r u z i  muestran un contenido de SOD de 
- 
1/20 d e l  p resen te  en 10s hepa toc i tos  de  r a t a  (Tyler, l975,Tabla 3 ) .  
Estae o b s e ~ a c i o n e s  perniten afinnar que e l  Trypanosoma 
cr 'uz l  es un organism0 pobranente dotado para detoxificar H20Zya 
-
que no posee actividad de catalasa n i  de glutatidn peroxidasa 
dependiente de H202. Con respecto a l a  debil actividad de gluta 
t i6n peroxidasa medlda con perdxidos orgbnicos, 6sta puede re-- 
f l e j a r  una reaccidn relativamente no especffica como l a  que es  
catalizada por l a ,  glutation S-transterasa B (Burk y col., 1978) 
en l a  que l a  oxidacibn del glutatidn reducido por hidroperdxi-- 
dos ocurre en dreas Ndrofdbicas de l a  protefna. Aparentemente, 
l a  ascorbato peraxidasa es e l  Unico mecanismo bioqufmico capaz 
de metabolizar e l  H202 del  qua dispone e l  T. cruzi. Sin embargo 
l a  Znactividad obsexvada con sustratos uti l izados por peroxida- 
.as t fpicas como el  pirogalol y e l  guayacol ponen en duda e l  s ig  
nificado fisioldgZco de l a  activfdad ascorbato peroxidasa y l l g  
va a considerar l a  posibiltdad de que l a  oxidacibn de ascorbato 
pueda deherse a una actividad pseudo-enztmbtica debida a l a  for  o 
macidn de un complejo de un metal unido laxamente a una protefna 
de 10s epimastigotes. La inhibicidn de l a  actividad ascorbato 
peroxidasa por cianuro {Tabla 2) asf como l a  termolabilidad del 
factor involucrado provee sustento experimental a es ta  hip6te-- 
sis. 
bc Cord y cool., (1971) ha seiralado que 10s organismos aer6bicos 
contienen tanto superdxido diermutasa como catalasa,  10s anaero- 
Egos aerotolerantes poseen una buena actividad de superdxido dis_ 
mutasa y una baja actividad de catalasa y 10s organfsmos anaere 
bios parecen se r  deficientes en ambas enzimas. Considerando es- 
t a  clasificacidn podrfamoe decir que 10s epimastigotes de T. cruzi 
son  p a r t b u l a m e n t e  vulnerable8 a l a  acci6n tdv ica  d e l  H202. La 
s m i l f d a d  de aprovechar este metaboliamo anorxual de l  EZOZ por lo8 
tripanosomas parasites a f i n  de obtener una aplicacl.6n en l a  qui- 
mioterapia const i tuye,  por l o  tanto ,  una importante y novedosa a& 
te rna t iva  bioquhtica. 
Generacidn de rad lca les  l ibres por naftoquinonas en e l  T. c ruz i  
Entre l a s  sus tancias  que pueden p a r t i c i p a r  en l a  generacidn 
de derivados de l a  reduccidn pa rc l a l  d e l  02, algunos como 10s 0- 
- 
y E-quinoles son capaces de ser oxidados por e l  oxfgeno molecular 
con formaci6n de ani6n superbxido. A su  vez l a  forma oxldada de 
e s to s  quinoles hidrosolubles (quinonas) in te rac tuar fan  con l a  ca- 
dena r e sp f r a to r i a  regenerando e l  quinol  (Boveris y col . ,  19721 0 
fornrando una semiquinona (Misra y Fridovich, 19721. 
La8 quinonas son dicetonas que derivan de compuestos a r o d -  
tltcos de t a l  forma que 10s dos grupos carbonilos pueden e s t a r  en 
el mismo o en d i f e r en t e s  an i l l o s .  Compuestos de natura leza  quinb- 
nSca funclonan cata l f t icamente  en anlmales, p lantas  y microorga-- 
ntsmos. Estas sus tanc las  sa encuentran en l a s  organelas subcelulg 
re8 que contienen 10s complejos r e sp i r a to r io s  mult ienzixn~ticos 
responsables por l a  formacidn de uniones de fo s fa to  de a l t a  ener- 
g fa  a t r aves  de l  metabolismo oxidatlvo. Estas e s t ruc tu ra s  presen- 
t an  a l t a  concentracidn de l fp idos  cuya naturaleza y funcidn abn 
n 
estti  sfendo invest igada.  L a s  qulnonas parecen e s t a r  or ientadas  eq 
pacialmente en 10s complejos r e sp i r a to r io s  y funclonan como t rang 
portadored de electrones entre otras enzimas respiratorias. Ta-- 
les cofactores lfposolubles parecen tener un papel importante en 
la fosforilacf bn*oxidativa (Brodie ,19651 . 
Varios tipos de quinonas existentes en la naturaleza son 
activas en sistemas biolbgicos. A pesar de que estas quinonas 
son estructuralmente diferentes, su actividad bioldgica se rela- 
ciona a trav6s de algunas propiedades qufmicas cornunes. La esL-- 
tructura qufmica, responsable por las reacciones de oxidacibn y 
reducci6n es la base de su funcidn catalftica en el transporte 
de electrones. Adernds de esto, las quinonas biolbgicamente acti- 
vas tlenen potenciales de oxido-reduccibn compatibles con su po- 
sisibn en la cadena de transporte de electrones (Brodie, 1965). 
En sfntesis, las qutnonas, eatan rastamente di.atribuSdaa en 
la naturaleza, y las benzoqutnonas, a1 contrario de las naftovg 
nonas, se encuentran en todos 10s tipos celulares:. 
En el T. cruzi, ae ha descripti la actfvidad letal in vitro 
de algunas naftoquinonas como la menadfona CLopeteguZ y Sosa %fa- 
tello, 1961) . una naftoquinona interesante del punto de yista - 
bioldgico es el lapachold (2-hidroxi-3 (metl;l-2butentl14,4-naf to- 
quinona). Esta sustancia es una 2dn-naftoquinona con cadena la- 
teral insaturada que permite transformaciones quhicas dando or& 
gen a la .-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naf to [2,3-61 
pirano-5,lO-diona] y la 6-lapachona C3,4-dihidro-2,2 dfxaetil- 
-2H-naf to [I, 2-b 1 pirano-5,C-dional . 
La adici6n de naftoquinonas a las diferentes formas del x. 
cruzi increments la velocidad intracelular de generacibn de 0; y 
K2O2 y 1-8 derivndoa de la reduccidn parcial del O2 a1 medio 
de suspenat6n ' ~ o c ' m p o  y col. ,. 1978 bl . La respuesta Znmediata 
indica una rbpida peaneacidn de la quinona a traves de la membrg 
na de la c&lulas. Las reacciones qufmicas que explican la acci6n 
tripanocida de la 
las siguientes: 
B-lapachona (Q) (Docampo y col . , 1978 a) son 
La reaccidn (71s. 11 bicn conocida ;eaccidn de la quinona 
reductasa (Crane, 1961, Slater y col., 1961, Brodie, 1965, Ruzi- 
cka y Crane, 1971) que tiene lugar en las membranas mitocondria- 
les y del retfculo endoplasrnico donde el carscter lipofflico de 
las mol~culas de B-lapachona juega seguramente un papel impor-- 
tante. Las membranas mitocondriales y el NAMI son mucho d s  im-- 
portantes que el retfculo endoplbsmico y el NADPH corn sistema 
reductor de la 8-lapachona en el T. cruzi considerando (a) la 
similitud del efecto de la 8-lapachona sobre la produccidn de 
H202 por el homogenado y pot la fraccidn mitocondrial y (b) la 
distribucidn de protefnas y la actividad especffica de las reso- 
mas reducidas de la8 qpfnanas son enzidticamente oxidadas por 
- 
el oxlgeno molecular obteniindose H202 y 0; (reacciones [91Y LO] 
Con la Plapachona y las fracciones subcelulares de T.' 'cz%'Zi la 
reduccidn de la quinona (reacci6n [7Ees m8s lenta que la oxida- 
cidn de la qulnona raducida (reacciones [9-111) quedando usual-- 
mente la 8-lapachona predominantemente en un estado oxidado C+ 
del 98% (Boveris y col., 1978). La fonnacidn de la semiquinona 
(reaccibn [.8 ) )  es un proceso muy rfipido en mezclas quinol/quinp 
na (Michaells 1951, Yamazaki y Ohnishi, 1966) y puede serlo mbs 
abn si las mol6culas estdn unidas a membranas. Las fracciones sub_ 
celulares de T. cruzi producen y liberan 0: y H202 en cantidadas 
similares, lmplicando el tuncionamiento de las reacciones (91 Y 
. (Boveris y col., 1978). La auto-oxidaci6n de las semiqinona 
(reacclbn [ll]) parece Ber el principal paso limitante de este 
grupo de reacciones como lo indica: (a) el hecho de que el 0: Y 
el H202 Sean producidos en cantidades similares en las fraccio- 
nes mitocondriales a pesar de que la 6-lapachona totalmente rp 
ducida genera principalmente H202 y(b) la deteccidn del radical 
semiquinona en 10s epimastigotes de T. cruzi tratados con &la- 
pachona (Docampo y col . , 1978 q~,La dismutacidn del anidn supere 
xido (reacci6n (11 1 lleva la iormaci6n de H202. La reacci6n de 
Haber-Weiss (reacci6n (2) ) que genera radical OH* (Fong y col , 
1 9 7 3 ,  Zinanerman y col., 19731 y oxfqeno singulete (Kellog y Frg 
dovich, 19751 parece ser elmecanismo d s  razonable para expli- 
car las complejas reacciones en cadena que llevan a la fonnacibn 
&e perdxidos lipfdicos y org8nicos y a 10s daAos ultraestructura 
-
les observados (Docampo y col. 1976) . 
En la Fig. 3 se muestra un esquema de las reacciones que 
h e m s  mencionado: 
. .  
NAD"'X'~:c 
NAD(P1 p - ~ *  OH' + OH- +lo2 
1 
El mismo mecanismo de accidn de la 6-lppachona fue determL 
nado en las tres formas del T. cruzi (epi-, tripo- y amastigote; 
- 
Docampo y col. 1978b), en bacterias (Cruz y col. 1978) y en cdlu 
-
las tumorales (Docampo y col. 1979a). Un derivado de la B-lapacho 
-
na (3-alil- B-lapachona) es estable en presencia de protefnas s6 
-
ricas, posee baja toxicidad y es eficiente en suprimir la infect& 
vidad de la forma sangufnea de T. cruzi. Por todo ello se lo consi 
- - 
dera como potencialmente Util para esterilizar sangre destinada a 
transfusidn (Gonqalves y col. 1979) . 
El mecanismo de accidn tripanocida de las.quinonas, en parti 
- 
0 
cular de la B-lapachona, constituye un mecanismo novedoso e impor- 
tante para explicar la accidn de quimioterdpicos tripanocidas 
(The Lancet, editorial. 1978) y segdn Gutteridge (1980) constituye 
un adelarntn significatitlo en el enfoque racional de la terapeutica 
antichagdsica. 
Los nitroderivados como potenciales generadores de derivados de 
la reduccidn parcial del oxfgeno 
A pesar de las objeciones que se pueden formular (Canqado y 
col. 1976), ,los nitroderivados, en particular el nifurtimox y el 
benznidazol, constituyen 10s quimioterapicos mas eficaces en el 
tratamiento de la forma aguda de la enfermedad de Chagas (Van den 
Bossche, 1978) . 
La citotoxicidad de 10s nitroderivados se conoce desde hace 
tiempo. Se sabe que 10s nitrocompuestos alteran la velocidad de 
consumo de oxfgeno de las cdlulas (Biaglow y co1.1976) y se ha d= 
mostrado un contznuo interes por conocer su mecanismo de accidn 
(Mason y Holtzman, 1975). 
Los nitroderivados-son reducidos -- in vitso por enzimas solu -
b&es como la aldehfdo oxidasa (Wolpert y col. 1973) y la xantino 
oxidasa (Thayer y col. 1951) o por enzimas microsomales que contie -
nen flavinas como la citocromo c reductasa (Wang y col. 1974). El 
primer paso de la reduccidn enzimstica de 10s nitrocompuestos consi 
te en la transferencia de un electrdn con generacidn del radical 
anidnico nitroaromdtico (Mas0n.y Holtzman, 1975). Ciertos radicalea 
anidnicos nitroaromdticos pueden reaccionar con el O2 y producir 
anidn superdxido regenerando el compues to original ( reacci6n['3] . E 
anidn superdxido se convierte a su vez en HZOZ, ya sea espontdneame 
te o por accidn de la superdxido disrnutasa (reacci6n [l] 1 .  Se ha 
postulado que la generacidn de 03 y H202 explicarfa la efectivi -
dad de estas drogas en el tratdiento de infecciones microbianae 
anaerdbicas (Grunberg y Titswokth, 1973). 
La presente investigacidn fue emprendida para determinar: 
1) si el nifurtimox y otros nitroderivados utilizados en el tr= 
tamiento de la enfermedad de Chagas, son convertidos enzimbtic: 
mente en sus radicales anidnicos nitroaromdticos capaces de pa= 
ticipar en cicls de oxidacidn y reduccidn tanto en el T. cruzi 
corn en tejidos de mamlferos y 2) si la generacidn de derivados 
de la reduccidn parcial del oxfgeno como consecuencia de esas 
transformaciones de 10s nitroderivados, est$ involucrada en el 
mecanismo de accidn de estaa drogas sobre el pardsito y en la 
produccidn de efectos td~icos colaterales en el hu6sped. 
Trypano soma cruz f 
Forma de cultlvo: Los epimastigotes (cepa Tulahugn) fueron 
cultivados a 28 OC en el medlo lfquldo de Warren (1960) excepto 
por el uso de suero bovlno a1 4 %en 1- de a1 10 %. Seis dfas 
despues de la inoculaci6nf las celulas fueron recolectadas por 
centrlfugaci6n a 3000 g durante 10 min a 4 OC y lavadas con NaCl 
0.15 M. La concentracldn final de epimastigotes se estimd midien -
do la absorbancia de las suspensiones en un fotocolorfmetro 
Crudo Camafio con un filtro de 670 nm, precalibrado con suspensio -
nes de epimastigotes de concentraci6n conocida por recuento en 
chara cuentagl6bulos. Con este metodo se encontr6 una relaci6n 
lineal entre 10s valores de absorbancia y de concentracidn celz 
lares (Docampo y col. 1978~). 
Formas .ifitra.celula.res. y 's'angulfneas : El aislamlento de las for -
mas fntracelulares CLe6n y col. 19791 y sangufneas (Villalta y 
Lebn, 19791 se hfzo a partlr de ratones'infectados segdn se deg 
cribe en las referenclas respectivas. La concentracidn final de 
celulas se determlnd por recuento en cbara cuentagldbulos. 
Homgelnlzaci6n y fracclonamiento celulares: Para 10s experi- 
mentos en 10s que se compararon las actividades de las dlferentes 
formas del - T. cruzi, las c&lulas fueron rotas por congelamiento 
(a -20 OC) y descongelamiento (2-4 OC] tres veces. La homogelnl- 
zacidn se completd pasando las suspenslones tres veces a travgs 
de una aguja hipodemica (calibre 24). En 10s demds experimentos 
donde se us6 sdlo la forma de cultivo, 10s epimastigotes se mez- 
claron con perlas de vldrio (de 150-200 p de dihetro) en la prz 
porcidn de 5.0 g por g de celulas (peso hbmedo) y luego se rompie -
ron en un mortero durante 5 min a 4 OC. En todos 10s casos prdc - 
ticamente la totalidad de las cdlulas se rompi6, segdn fue obser -
vado a1 microscopio de con t ras te  de fase.  La pas ta  resul tante  
de l a  ro tu ra  en m r t e r o  fue suspendlda en sacarosa 0.25 M, KC1 
5 mM (10 ml/g de celula ,  peso h h e d o ) .  La mayor par te  de l a s  per  -
l a s  de v i d r i o  fue separada por decantacidn y l a  suspensidn fue 
sometida a centrifugacidn d i fe renc ia l .  Las fracciones obtenidas 
fueron: a) una fraccidn nuclear-f lagelar  (sedimentada a 680 g 
I 
durante 1 0  min) ; b) la  fraccidn mitocondrial (sedimentada a 
30000 g durante 30 mini c) l a  fraccidn microsomal (sedimentada 
a 105000 g durante 60 min) y d) e l  sobrenadante. 
Tratamiento de 10s animales. Se usaron r a t a s  macho Wistar, de l  
Institute de Farmacologfa, de 200-250 g de peso que fueron .a l i -  
mentados con alimentos Purina y agua y no fueron ayunados previ: 
mente a s u  u t i l i zac idn .  ~ o s  animales fueron sacr i f i cados  por de- 
capi tac idn en una g u i l l o t i n a  Harvard y posteriormente e l  hzgado, 
cerebro y t e s t f cu los  fueron procesados. Los t e s t f cu los  y e l  ri66n 
fueron desprovfstos de sue cdpsulas conectivas antes  de su procE 
samiento. 
. En 10s experimentos destinados a medir f l u j o  b i l i a r  y conten& 
do de g lu t a t r an  en b i l i s ,  10s animales fueron anestesiados con 
pen tobarb i ta l  sddico (50 mg/kg peso corporal)  in t raper i tonea l  Y 
luego de a b r l r  l a  cavidad per i tonea l ,  e l  conducto b i l i a r  comdn 
fue canulado con un c a t d t e r  PE-1 (Biot rol  , Pharma, ~ a r f s  ,F ranc id  
jus to  an tes  de l  h i l i o  hepdtico para e v l t a r  l a  contaminacidn con 
e l  jug0 pancre8tico. La temperatura r e c t a l ,  controlada durante 
todo e l  perfodo experimental, se mantuvo e n t r e  37.5 y 38.5 OC 
u t i l i zando  una t a b l a  de calentamiento. La a r t e r i a  ca rd t ida  y l a  
vena yugular se canularon con ca t e t e r e s  de po l i e t i l eno  y fueron 
u t i l i z a d a s  para a c t r a e r  lnuestras de sangre o para hacer i n f u s i z  
nes. Para medir e l  f l u j o  basa l ,  l a  b i l i s  se recolectd durante 
tres perfodos de 15 min inmediatamente despues de l a  canalizacidn 
(perfodo basal )  y fue  luego congelada a -20 O C  para su pos t e r io r  
es tudio .  E l  f l u j o  b i l i a r  se midi6 por pesada de 10s tubos y 10s 
valores  tornados de cada r a t a  representan l a  media de tres medidas. 
No se hic ieron correcciones por el  peso especffico. Durante 
este perfodo basal  fue  administrada por l a  vena yugular m a  i n  
fusibn de NaCl 0.15 M a l a  velocidad de 7.5 pl/min, para compen -
s a r  l a  perdida de agua y e l e c t r o l i t o s .  Para 10s ensayos de g l u t a  -
t i 6 n  se tom6 e spec i a l  culdado en t r a n s f e r i r  l a s  muestras d i rec t=  
mente a tubos a 0 O C  y en r e a l i z a r  10s ensayos inmediatamente. 
Luego de este perfodo basal ,  se administr6 nifurtimox en una s o l a  
dosis.  E l  f l u j o  b i l i a r  fue medido cada 15 mln durante dos horas 
y media. La infus idn de NaCl 0.15 M se mantuvo durante e a t e  perf= 
do de recoleccidn. Luego de 10s experimentos 10s hfgados s e  remo- 
vieron y pesaron. E l  nifurtfinox se diso lv ib  en Tween 80: NaCl 0.15 
M (1:24 V/V) .  Se v e r i f i c 6  que e l  solvente no afectaba e l  f l u j o  b i  -
l i a r  y l a  u l t r a e s t r u c t u r a  de 10s hepatocitos.  
Fracclonamiento ce lu l a r .  Los t e j i d o s  fueron suspendidos en un 
medio const i tufdo por manitol 0.23 M, sacarosa 0.07 M, EDTA 1 mM 
y T r i s - H C 1  5 mM (pa 7.4) .  La desintegracidn c e l u l a r  se l l evd  a c i  
bo en un homogetnlzador t i p o  Po t t e r  con vbstago de te f lbn .  Los 
homogenados fueron sometfdos a centr ifugacibn d i f e r enc i a l  a 4 O C .  
los ndcleos y res toa  ce lu l a r e s  fueron precipi tados a 680 g d u r a ~  
te 10 min. E l  sobrenadante fue centrifugado a 12000 g durante 1 0  
min para separar  l a  f racci6n mitocondrial y e l  sobrenadante r e s u l  
t a n t e  fue  centr ifugado .a 105000 g durante 60 min, para separar  l a  
fraccidn microsomal. Esta  U l t i m a  fraccidn fue luego lavada con 
KC1 0.15 M y centr ifugada nuevarnente a 105000 g durante 60 min. 
Reactivos 
Fueron todos de grado ana l f t i co .  La L-epinefrina, superdxido 
dismutasa de e r i t r o c i t o s  (Tipo I),  peroxidasa de rabano ( ~ i p o  V I )  , 
p-cloromercuribenzoato, xantina,  xant ina  oxidasa (Grad0 I ) ,  NADPH, 
NADH, NADP, FMN, glucoga 6-fosfato, glucosa 6-fosfato deshidrogena. 
s a ,  L-hist idina,  az ida  sddica,  g lu t a t i dn  (formas oxidada Y reduc i  
da ) ,  Tr i tdn X-100, 5i51-ditionitrohenzoico, hidroperdxido de - ter-
b u t i l o  y l a s  pe r l a s  de v i d r i o  fueron obtenidos de Sigma chemical 
Co., St Louis, Miusouri, USA. El manitol fue de Merck A.G. El 
nifurtinox (4- [ (5-nitrofurfurilideno) amino] -3-metlltiomorfollno- 
-1,l'-dibxido) fue de Bayer A.G. por cortesfa del Dr. A. Haber- 
korn. El benznidazol (N-bencil-2-nitro-1-imidazol) y el Ro 5-9963 
f (1( 2,3-dihidoxipropX1) -2-nltroimldazol) f ueron de Hof fman-La Roche 
& Co., Basilea, Suiza. El MK 436 (3-(1-meti1'-5-nitroim1daz01-2-11) 
3a, 4,5,6,7,7a-hexahidro 1,2-benzoxazol) fue de Merck Institute 
for Therapeutic Research por cortesfa del Dr. B.M. Miller. El 
Hoe 293 (1-metil-2- (4-metiltiofenoximetil) -5-nitroimldazol fue 
de Hoechst A.G. por cortesfa del Dr. M. Schorr. La metopirona 
(2-metil-1,2-piridil-1-propano) de Ciba Pharmaceutica Co. y el 
SKF-525-A (p-dlmetilaminoetil difenilpropil acetato) de Smith, 
Klein & French Laboratories fueron gentilmente cedidospor el Dr. 
J.A. Castro (CXTEFA) . El DMPO (5,5-dimetil-1-plrrollno-1-6xido) 
fue obtenido de Aldrich Chemical Co. Milwaukee, Wisconsin, USA. 
El desferal (desferroxiamina B metanosulfonato) de Ciba Laborat= 
ries, Horsham, Sussex, United Kingdom, fue amablemente cedido 
por el Dr. R. Richmond (King's. College, ~ondres) . La nitrofuran -
tofna [N- (5-nitro-2-furfurfurllideno]-1-aminohidantofna) fue OL 
tenido de Eaton Vemaco LtBa, $go Paulo, -Brasilo 
EspectrometrZa de resonancia paramagn6tica electrdnica 
La observaciones se'hicieron a temperatura ambiente (22-21°C) 
con un espectrdmetro Varian E-109 equipado con una cavidad TMl10 
o con espectrdmetros Varian E-4 y Varian E-9, utillzando una mo 
- 
dulacldn de 100 KHz bajo las condiciones que se descrlben en las 
leyendas de las figuras. La mezcla de reacci6n (3 ml) contenfa: 
el sustrato (1-3 rtrM), NADH (0.7 mM) o un sistema generador de 
+ NADPH consistente en NADP (0.4 mM) , glucosa 6-fosfato (5.5 m) , 
y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (0.67 unidades/ml) en KC1 150 
mM, Tris 50 mM, pH 7.4 y Mg2Cl 20 mM. El nifurtfmoy y el benzni 
dazol se disolvieron primero en etilenglicol monometileter (2-5 
% del volhen final, respectivamente). Las mezclas de incubacidn 
+ 
se gasearon durante 5 min antes de iniciar la reaccidn con NADP 
35 
o NADH. Todos 10s experimentos se hleieron con microsomas o pr= 
paraciones de - T. cruzi frescos, con menos de 9 horas de prepara o 
dos y conservados en hielo. La determinacidn del valor g se rsali -
26 por comparaci6n directa con standards conocidos (Mason y 
Holtzman, 1975). La simulacidn por computadora de 10s espectros 
se realizd utilizando un equipo Varian 620-1 conectado el espez 
trdmetro. 
Determinacidn de la formacidn de anidn superdxido y de perdxldo 
La produccidn de anidn superdxido fue determinada por el ens= 
yo del adrenocromo (Misra y Fridovlch, 1977) mldiendo la absorban -
cia a 480 menos 575 nm y utilizando un coeficiente de absorcidn 
( 8  ) de 2.96 mM-I. cmwl. La mezcla de reacci6n contenfa epinefri -
na 1 mM, NADH 6 NADPH y la solucidn amortiguadora en las conceE 
traciones que se indlcan en las leyendas de las figuras. 
La generacidn de H202 fue determinada por el ensayo de la pe o 
roxldasa de rgbano rusticano (Boveris y col. 1977), midlendo la 
absorbancia a 417 menos 402 ( €  = 50 IUX-~.  cm-I) . La mezcla de 
reacci6n contenfa 0.3-0.8 pM de peroxidasa (HRP), NADH 6 NADPH y 
la solucidn amortiguadora que se indica en las leyendas de las 
figuras. Se utilizd un espectro,fotbmetro ~~ 
Instruments Company, Silver spring; , Maryland, USA) . Todas las 
determinaclones se hlcieron a 30 O C .  Las protefnas se determine 
ron por el m6todo de biuret (Gornall y col. 1949). 
Consumo de oxfqeno 
El consumo de oxfgeno se midid en un polardgrafo Gilson, utili -
zando un electrodo de Clark o un electrodo de platlno, utilizando 
las soluclones que se indican en las leyendas de las figuras. Lo8 
ensayos se hlcieron a 30 OC. 
Oxldacidn de NADPH 
La oxidacidn de NADPH en presencia de nifurtimox se midid 
a 340 nm en un espectrofotdmetro Gilford 2000 a 30 OC. La fraccidn 
m~crosoml (0.4 mg de protefna/ml) se suspendid en una solucidn de 
amortlguador fosfato (Na2HP04-KH2P04), pH 7.4 y KC1 130 mM y las 
adiciones que se indican en las Tablas correspondientes. 
Los radicales superdxido fueron generados por el sistema de la 
xantino oxidasa (Fridovich, 1970). Los radicales oxhidrilo fueron 
generados en presencia de quelatos de hierro (~alliwe11,1978) o por 
el reactivo de Fenton (Buettner y Oberley, 1979) como se describe 
en Resultados. La reduccidn anaerdbica del nifurtimox en presencia 
de NADPH fue medida espectrofotom~tricamente a 400 nm (d = 16 rnMo1 
cm-'1 utillzando cubetas anaerdblcas Amlnco. 
Peroxidacidn lipldica 
El metodo del acid0 tiobarbitdrico de detenninacidn de =Ion- 
dialdehfdo, product0 derivado de la peroxidacidn lipfdica, se 
realizd segdn Placer y col. (1966). La peroxidacidn lipfdica in 
-
vivo se determind midiendo conjugados dieno por absorcidn u l t r ~  
vloleta de 10s extractos lipfdicos de 10s homogenados de hfgado de 
rata par el mgtodo de Klaassen y Plaa (1969). 
Ensayos de glutatidn 
El glutatidn fue determinado en 10s homogenados de hfgado por 
el metodo de Ellman (1959) segtin la modificacidn de Sedlack y 
Lindsay (1968). Con este mgtodo se determina principalmente GSH ya 
que no se han observado diferencias entre 10s niveles de GSH detez 
minados enzimaticamente y 10s determinados utilizando el reactivo 
de Ellman (Morbn y col. 1979). El GSSG se detennind en las muestras 
de bills sigulendo la utflizacidn de NADPH a 340 nm luego de la 
adicldn de glutatidn reductasa (0.1 u/ml) a una solucidn contenien 
-
do amortiguador fosfato (K2HP04-=PO4) 50 mM, pH 7.0 y EDTA 1 mM. 
El glutatidn total, es decir GSH d s  2 GSSG, fue determinado por 
el metodo catalltico utilizando glutatidn reductasa y 5,5'-ditio 
- 
bls- (nitrohenzoico) (Owens y Belcher, 1965 ; Tietze, 1969) . Los re- 
sultados de GSH son 10s que resultan de sustraer 10s valores de 
GSSG obtenldos por el ensayo de GSSG de 10s valores de gluthti6n 
total. 
Determlnacibn de actividades enzlxn8ticas. 
Las activldades de GSSG reductasa y de GSH peroxidasa se deter I 
mlnaron a 30 OC en extractos provenlentes de homgenados de hfgado 
de rata hechos en amortiguador fosfato de potaslo 50 mM, pH 7.0, 
EDTA 1 mM, Triton X-100 a1 1 % en la relacidn de 10 ml/g de hfgado, 
luego de centrlfugar a 105000 g durante 60 min. Los ensayos se 
realizaron en el mismo amortiguador. Para la GSSG reductasa, la ' 
oxidacidn de NADPH se siguld a 340 nm en presencia de GSSG 0.5-1.0 
mM. Para el ensayo de la glutatidn peroxldasa, la oxidacidn de 
NADPH se sigui6 en presencia de GSH 1 mM y 0.1 U/ml de glutatidn 
reductasa de levadura y 0.5 mM de hidroperdxido de - ter-butilo. Se 
utilizd un espectrofotdmetro PerkingElmer 550-5. 
Espectrofotometrfa de muestras de bills y orina. 
La bilis y la orina provenientes de las ratas tratadas con ni- 
furtlmox se diluyeron en 100 voldmenes de amortiguador KC1-Tris 
(150 mM, 50 mM, pH 7 -4 ) .  y el espectro diferencial se registrb 
contra bills y orina de ratas controles. Una solucidn de nifurt-x 
en dimetl1sulf6xldo-etanol (50 % V/V) fue dilufda en el mismo 
mortiguador y su espectro fue registrado contra el amortiguador 
sin la droga en un espectrofotthetro PerWn-Elmer 550-S. 
Microscopfa electrdnica. 
Los testIculos de las ratas controles y de las ratas tratadas I 
con nifurtimox (100 mg/kg de peso por dial fueron fljados en glu 
taraldehzdo a1 2.5 % en solucldn de fosfato 0.1 M (pH 7.21 durante 
1 hora a temperatura ambient., postfijados en Os04 a1 1 % en solu -
cidn de fosfato 0.1 M @EI 7.2) durante 1 hora a 4 OC, deshidrata- 
dos en etanol y embebidos en Epon. Las secclones fueron teiiidas 
con citrato de plomo y observadas en un microscoplo electr6nlco 
Siemens Elmiskop 1 A. 
Generacidn de radlcales libres inducida por el nifurtimox en las 
diferentes formas del Trypanosoma cruzi. 
Generacidn del radical anidnico del nifurtimox 
La incubacidn de nifurtimox con un homogenado de amastigotes, 
de - T. cruzi en presencia de nucledtidos de piridina (NAD(P)H) l l e -  
~6 a la formacidn del radical anidnico derivado. La estructura 
hiperfina de la sefial fue similar a la de la obtenida por simul= 
cidn, lo que permit16 su identificacibn. 
I 
Fig. 3. L f n e a  A.  E a p e c t r o  s i m u l a d o  por computadora  d e l  r a d i c a l  a- 
n i d n i c o  d e l  n i f # r o x i m e .  Se u t q i z a r o n  l a s  @ u i e n t e s  c f t n s t a n t e s  d e  
a c o p l a m i e n t o :  a  a 11.43  6; a = 1 . 5 2  0 ;  aa= 0.89 G J  aNOB1 0 . 2 4 . 6  
( G r e e n s t o c k  g c!?2 1 9 7 3 ) .  ant$ d e  l f n e a ,  3.5 G .  Lfnea  B .  E s p e l  
t r o  d e  r p e  d e l  r a d i c a l  a n i d n l c o  d e l  n l f u r t i m o x  l u e g o  d e  l a  i n c u b a c i b  
a n a e r d b i c a  d e  n i f u r t i m o x  1 mM c o n  u n  homogenado d e  a m a s t i g o t e s  C5.6 
mg p r o t e f n a l m l )  y NADH 0.7 mM e n  un medro a n a e r d b i c o  c o n t e n i e n d o  
K C 1  1 3 0  mM y a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  20 mM, pH 7 .4 .  La s e f i a l  t i e n e  u n  
g ~ 2 . 0 0 4 4 .  L a s  c o n d i c i o n e s  p a r a  l a s  m e d i d a s  d e  r p e  f u e r o n :  pode r ,50  
mV, a m p l i t u d  d e  modu lac ibn ,  2.0 G ;  f r e c u e n c i a ,  9 . 5  GHz, v e l o c i d a d  
d e  b a r r i d o ,  25 G/min, g a n a n c i a ,  3.2 x l o 4 .  
La Fig. 3 ( B )  muestra la seAal de reeonancia paramagn6tica 
electrdnica (rpe) obtenida luego de la incubacidn del nifurtimox 
con el homogenado de amastigotes en presencia de NADH. La seiial 
fue casi idgntica a la obtenida por simulacidn por computadora 
del radical ani6nico del nifuroxime, otro nitrofurano (Fig. 3 (A) ) . 
Los radicales derivados de compuestos nitroarodticos no p u ~  
den ser detectados en soluciones aereadas (Mason y Holtzman, 1975) 
Coincidiendo con esto, se observ6 que en mezclas aereadas el es- 
pectro del radical anidnico del nifurtimox sdlo pudo iPer detect= 
do luego de un perfodo de induccidn (Fig. 4). Este perfodo de 
induccidn fue menor en presencia de mayores concentraciones de 
F i g .  4 .  Cambios en l a  c~~pplftud e  l a  aefial d e  cpe luego d e  aiiadir 
l a  mezcla d e l  homogenado de amast igotes  C2.7 mg ptote$na[mll con: 
ni furt imox y NADB (01 o NADPH Co1, en un medlo saturado con a2 .  
Condiciones como en l a  F i g .  3 .  La anpl i tud  dde l a  se i ia l  s e  mide en 
unidades a r b i t r a r i a s .  
protefna o en soluclones parcialmente deaereadas. Esto sugiere que 
se produjo e l  agotamiento del oxfgeno de l  medio, es dec i r ,  l a  
solucidn de hizo anaerobia debido a l a  r e a c c u n  (13) : 
A continuacidn de l  perlodo de induccidn se alcanzd un estado 
es tac ionar io .  
La fonnacidn de l  r a d i c a l  dependid de 10s tres componentes d e l  
sistema ya que l a  f a l t a  de nucledtidos de p i r id ina  o de nifurtimox 
o l a  inact ivacidn tdrmica de  10s homogenados en un baiio a 100 O C  
durante 1 0  min previno l a  apar ic idn de l a  sefial de l  r ad i ca l  l i b r e .  
E l  NADH fue m8s e fec t ivo  que el  NADPH como fuente-de eguivalentes 
de reduccidn. Se obtuvieron resul tados  s lmi lares  con homogenados 
de epi-  o tripomastigotes (datos omitidos) . 
La formacidn de l  r a d i c a l  anidnico d e l  n i f u r t d o x  tambien pudo 
ser detectada en cg lu las  enteras .  La Fig. 5 muestra l a  c ind t i ca  
de apar ic ldn B e 1  r ad i ca l  libre d e l  nlfurtiraox luego de aiiadir el  
nl t rofurano a suspensiones de epimastigotes (E) o tr ipomastigotes 
(TI de - T. cruzi .  Ya que en e s t o s  casos no estaban presentes sus- 
t r a t o s  exbgenos, 10s metaboli tos enddgenos actuaron como dadores 
de e lec t rones  para l a  reduccidn d e l  nifurtimac. E l  period0 de 
induccidn fue  d s  cor to  y l a  axnplltud' r e l a t i v a  de l a  seiial fue  
mayor en presencia d e l  rnismo ndmero de  tr ipomastigotes que de 
epimastigotes.  
10 
do c 
tale 
5. Cambios en la amplitud de la ee5al de rpe luego de meeclar 
epimaetigotee (E) o tripomastigotee (T) fml, con un medio eatura 
on O2 conteniendo nifurtimox 1 mM. Otrae condicionee exparime2 
8 como se describen en la Fig. 2 y en Materialee y M6todos. 
Lm Fi96y7 muestrm la cin€tica de aparicidn del radical ani6ni 
co derlvado del nifurtimox en la fraccidn mitocondrial (6) y micro -
soma1 ( I )  de epimastigotes de T, cruzi. El perfodo de induccidn 
fue m8s corto y la amplitud relativa de la seAal fue mayor en la 
fraccidn mitocondrial en presencia de NADH y en la fraccidn micross 
ma1 en presencia de NADPH. 
Estimulacidn del consumo Be oxfqeno cianuro insensible y de la 
produccidn de anidn $superbtido y perdxido de hidr6geno . 
Corn se observa en la Tabla 4, el nifurtimox produjo una 
estimulacidn inicial de la respiracidn cianuro-insensible de 10s 
'epimastigotes de T. - cruzi, aunque luego de incubaciones prolongadat 
ocur*id una inhibici6n (datos omitidos). En ausencia de epimasti -
gotes el nlfurtimox no estimuld el consumo de oxfgeno. La estimula -
Fig. 6. Cambios e n  l a  a m p l i t u d  d e  l a  s e i i a l  d e  r p e  con  e l  t i empo  
l u e g o  d e  m e z c l a r  l a  f r a c c i b n  m i t o c o n d r i a l ( 2 . 0  mg d e  p r o t e f n a / m l )  
d e - T .  c r u z i  con  una  s o l u c i 6 n  a a t u r a d a  d e  O 2  d e  n i f u r t i m o x  1 . 0  DIM 
C O ~ ~ A D H  o  NADPH 0.7 mM. L a s  c o n d i c i o n e s  p a r a  l a s  d e t e r r n i n a c i o n e s  
como e n  l a  F i g .  4. 
F i g .  7.  Cambios e n  l a  amplg tud  d e  l a  s e i i a l  d e  r p e  con  e l  t i e m p o  
l u e g o  d e  m e z c l a r  l a  f r a c c i b n  m i c r o s o m a l  C0.3 mg d e  p r o t e C n a / m l )  
d e  T .  c r u z i  con  una  s o l u c i b n  s a t u r a d a  d e  O 2  d e  n f f u r t i m o x  1 . 0  mM 
C O ~ ~ A D H  o  NADPH 0 .7  mM. L a s  c o n d i c i o n e e  p a r a  l a s  d e t e r m i n a c i o n e s  
como e n  l a  F i g .  4 .  
cida en el consumo de oxggeno clanuro-insensible de 10s epimastl 
gotes revel6 que el radical anidnico derivado del nlfurtlmox pudo 
transferirle electrones a1 oxggeno determlnando la generacidn de 
anidn superdxldo (reacclbn (15) ) . Esta reaccldn pudo revelarse m& 
dlendo la generacidn de 0; por 10s homogenados luego de la adi- 
T a b l a  4.  E f e c t o  d e l  n i f u r t i m o x  s o b r e  l a  r e s p i r a c i d n  d e l  5 C ~ U Z ~  
N i f u r t i m o x  
(mM) 
Consumo d e  o x l g e n o  
(nmol 02 /min  p o r  mg d e  p r o t e g n a )  
a  La mezc la  d e  i n c u b a c i d n  t e n f a  a m o r t i g u a d o r  T r i s - H C 1  35 mM (pH 7.21 
a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  5 mM (PH 7 . 2 ) ,  N a C l  5 mM, K C 1  0 . 1  mM, KCN 1 mM 
y e p i m a s t i g o t e s  (4.0 mg d e  p r o t e $ n a / m l ) .  E l  n i f u r t i m o x  se  a i iad ib  a 
l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  i n d i c a d a s .  E l  consumo d e  O 2  se  m i d i d  e n  un  pol=  
r d g r a f o  G i l s o n  con  e l e c t r o d o  d e  p l a t i n o .  
' ~ e d i a  f DS ( c u a t r o  d e t e r m i n a c i o n e s  i n d e p e n d i e n t e s )  
C S i g n i f i c a c i d n  de l a  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  m d e u t r a s  t r a t a d a s  con  
n i f u r t i m o x  y l a s  c o n t r o l e s ,  segGn e l  t e s t  d e  &. 
cldn del nlfurtlmox en presencia de un dador de electrones. La Fig., 
8 muestra el estlmulo de la formacidn de 0; que se obtuvo luego de 
la adicldn de nlfurtlmox a un homogenado de amastlgotes en presep . 
cia de NADPH. La adicldn posterior de super6xldo dlsmutasa inhibid 
la formacidn de adrenocromo indicando la participaci6n del 0: en la 
reacclbn. La amisidn de NAD(P)H o del homogenado de la mezcla de " 
incubacidn prevlno la formacidn de adrenocromo. Se pudieron obtener 
resultados similares con homogenados de epi- o tripomastlgotes (d; 
tos experimentales amitidos) . 
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. 8 .  E f e c t o  d a l  n i f u r t i m o x  s o b r e  l a  p r o d u c c i b n  d e  0; p o r  un h c  
enado  d e  a m a s t i g o t e e .  E l  medio d e  r e a c c i d n  c o n t e n f a  e l  homoge- 
o  (0 .4  mg d e  p r o t e f n a f m l )  , e p i n e f r i n a  1 mM, KC1 130  mM, a m o r t i  
d o r  f o s f a t o  20 m pH 7 .4 . .  Donde s e  i n d i c a ,  se a g r e g a r o n  NADPH 
mM, n i f u r t i m o x  0 . 1  mX (N) y s u p e r b x i d o  d i s m u t a s a  (SOD, 3 .3  p8l 
. E l  v a l o r  c e r c a  d e 1  t r a z a d o  i n d i c a  nmol d e  0Zlmin p o r  mg d e  
t e g n a .  O t r a s  c o n d i c i o n e s  como e n  M a t e r i a l e s  y Mbtodos.  
Como se mencion6 anteriormente (~ntroduccidn) , la fraccidn 
mitocondrial de -- T. cruel genera activamente 0; en presencia de 
NADH (Fig. 9). La adicidn de nifurtimox a esta fraccidn suplemen -
tada con NADH, estimul6 la produccidn de 0: casi linealmente has -
ta una concentracidn de nifurtimox de 20 pM, en cuyo caso la velo -
cidad basal se increment6 tres veces. Con NADPH y succinato com0 
agentes reductores se observaron menores efectos. 
La producci6n de 0; por la fracci6n microsomal tambi6n fue 
estimulada por nifurtimox (Fig. 10). En presencia de NADPH, el ni -
furtimox fue capaz de estimular la generacidn dc 05 en aproxima- 
damente dos veces a la concentraci6n de 40 p. Con NADH como dador 
u 
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F i g .  9 .  E f e c t o  d e l  n i f u r t i m a x  a o b r e  l a  p r o d u c c i b n  m i t o c o n d r i a l  
d e  0; e n  T .  c r u r i .  E l  r a d i o  d e  i n c u b a c i b n  c o n t e n f a  m a n i t o l  0 .23  M, 
s a c a r o s a  0 .07  M ,  a m o r t i g u a d o r  T r i s - H C 1  50 mM, pH 7.4,  EDTA 1 mM, 
e p i n e f r i n a  1 m M  y 0.1-0.4 mg d e  p r o t e f n a .  Donde s e  i n d i c a  se  aGa 
d i e r o n  NADH o  NADPH 40 pM y s u c c i n a t o  (SUC)'3 mM. 
P f g .  10.  E f e o t o  d e l  n i f u r t i m o x  a o h r e  l a  g c n e r a c i d n  microsomal  d e  
0' e n  T.  ' c r u i i ,  La j ~ e z c l a  d e  i n c u b a c i b n  c o n t e n f a  KC1 130  mM, amog 2 txguad= f o s f a t o  d e  p o t a s i o  20 mM, pH.7.2.  Donde se i n d i c a  e e  
a f iad i6  NADH o  NADPH 40 )IM. En t o d o s  10s c a s o s  l a  fo rmac ibn  d e  
adrenocromo se i n k i b i b  a i lad iendo  5 p g  d e  ~ O b f m l .  O t r a s  c o n d i c i o -  
n e s  carno e n  M a t e r i a l e s  p Mbtodos.  
4 6 
de electrones se ohs~varon efectoe much0 menos acentuados. La 
estimulacidn de la fornaacS6n de adrenocromo no ocurrid en ausen -
cia de las fraccfones mitocondrial o microsoma1 ya sea con NADH, 
NADPH o succinako. 
La adicidn de nifurtiraox a celulas intactas de -- T. cruzi de -
termind tamblen la liberacidn de H202 a1 medio de suspensi6n 
(Fig. 11) . 
Fig. 11. Efecto del nifurtimox sobre la liberacibn de H202 por 
epimastigotes intactos. ~a mezcla de incubaeibn contenia amorti- 
guador fosfato 5 mM, amortiguador Tris-BC1 35 mM, pH 7.2, NaC1 
5.0 mM, K C  O.lmM, peroxidasa de rgbano rusticano 0.6 pM y epi- 
mastigotea (0.1-0.2 mg de protesnalml). Inserto: trazados origi- 
nales mostrando la produccibn de H O2 inducida por nifurtimox en 
10s epimastigotes. E y I, adicibn $e epimastigotes p nifurtimox, 
respectiva~ente. Los ndmeros indican la concentracibn de nifurti 
 OX (pM). Otras eondiciones como se describe en Materiales y M6- 
todos. 
Finalmente la produccidn de H202 tambien fue estimulada pot el 
nifurtimox en homogenados de las diferentes formas del 5 cruzi 
(Tabla 51 ,  siendo el efecto del nifurtimox mds acentuado con el 
homogenado de 10s amastigotes. La nitrofurantofna, un nitrofurano 
prdcticamente inactivo contra el T. cruzi fue incapaz de estimular 
la generacidn de H202 por 10s homogenados. 
TABLA 5. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA PRODUCCION DE H202 POR 
HQMOGENADOS D E " G  'c'r'u'zi. * 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . .  , . , .  , .  , .  . . 
Adiciones 
, . . . . . . . . Amaetigo t.e .E.pimas.t.ig.ote Tripomastigote 
NADH 
NADE + nifurtimox 
NADH + nitrofurantofna 
NADPH 
NADPH + nifurtimox 
Ik 
La mezcla de reaccidn contenfa KC1 130 mM, amortiguador fosfato 
20 mM, pH 7.4, NAD(P)H 0.3 mM y 0.4 mg de protefna de 10s homoge- 
nados, en un volGmen total de 1.5 ml. Temperatura 30 ' C .  Donde ae 
indica se aiiadid el nitrofurano a una concentracidn de 0.1 mM. 
Otras condicionee experimentales como ee describen en Materialea 
y Mstodos'. Los valorem indican nmoles IX202[ain por mg de protegna. 
** + 
Media - DS (tree determinaciones independientee).An81ieis de V& 
rianza a , b , j , k ,  0.02>P,0.01; c,d,e,f, 0.01>P>0.001; e,g,h,i, 0.3, 
>P>0.2; l , m ,  0.05>P>0.02. 
1nhibici6n del creclmiento 
Las concentraciones de nifurtimox capaces de incrementar la 
generaci6n de 05 y HZ02 por 10s epimastigotes y las fracciones 
subcelulares fueron efectivas en inhibir el crecimiento del par& 
sito (Fig, 12). 
F i g .  1 2 .  E f e c t o  d e l  n i f u r t i m o x  e o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  d e l  T .  c r u z i .  
C o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  como se d e s c r i b e n  e n  M a t e r i a l e s  y M6tg 
d o s .  E l  t i empo  d e  g e n e r a c i b n  es e l  t iempo(T) r e q u e r i d o  p a r a  que 
e l  niimero d e  c b l u l a s  se  d u p l i q u e  d u r a n t e  e l  p e r f o d o  l o g a r f t m i c o  
de  c r e c i m i e n t o .  I n s e r t o :  P o r c e n t a j e  d e  i n h i b i c i d n  d e l  crecimie;  
t o  c a l c u l a d o  d e  l a  c o n s t a n t e  d e  c r e c i m i e n t o  (k = 0.69/T) a d i f e -  I 
r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  n i f u r t i m o x .  
Alterwiones Ultraestructurales producidas por el nifurtimox 
La observaciones ultraestructurales demuestran que el 
nifurtimox induce severas alteraciones de las diferentes f o m 8  
del Trypanosoma cruzi. Estas alteraclones incluyen la aparicldn 
de vacuolas citoplasm8ticas, la reduccidn del nhero de riboso- 
mas citoplasm8ticos, y el hinchamiento de la mitocondria CFig. 
12 bisl. La alteracih inicial mas caracterfstica es la apari- 
cidn de masas densas homog6neas en la matriz mitocondrtal ya sea 
, 
cerca del cinetoplasto o en otras regiones de la cglula Wig. 
12 bis) , 
Fig.  12 b i s .  Microfotograffa e l ec trbn ica  de amastigotes de Try- 
anosoma c r u z i  tratados con nifurtimox. Se muestra e l  hfnchamie= 
:o de l a  mitocondria, l a  desaparlc i ln  de ribosomas c i t o p l a s m ~ t i -  
. w 
cos ,  l a s  a l t e r a c i o n e s  de l a  membrana nuclear y l a  aparicidn de 
maeas densas en l a  mitocondria de l a  c b l u l a .  X 40.000.  Tomado de 
Hoffman, 1972. 
~ e n e r a c i 6 n  d e  .rad.icales .l&res .indue ida  por el ai f u r t  imox en t e  j i- 
dos de  -rnah~rf er.0. 
Fonnacidn d e l  radtc 'a l  .aHt6nfco d e l  nifurtimox. 
La incubacidn de n i f u r t l m x  con microsomas de hfgado de r a t a  
en presencia  de  NADPH l l ev6  a l a  formaci6n de1 , r ad i ca l  anidnico 
derivado d e l  ni t rofurano.  La e s t ruc tu r a  h ipe r f ina  de l a  sefial fue  
s i m i l a r  a l a  de l a  obtenida por simulacidn l o  que permiti6 su iden 
t i f i c a c i d n .  La Fig. 13  A, muestra l a  sefial de rpe obtenida luego 
de l a  incubacidn d e l  nifurtimox con micxosornas en presencia de NADP 
La sefial  fue casi idgn t ica  a l a  obtenida por simulaci6n por corn= 
tadora  (Fig. 13 B) . 
En mezclas aereadas e l  espect ro  d e l  r a d i c a l  proveniente d e l  n i  -
furtlmox pudo ser observado s6 lo  despugs de un perfodo de in- 
duccidn (Fig. 1 4 ) .  E s t e  perlodo de inducci6n fue  menor en presen -
c i a  de mayores concentraciones de p ro te lna  o en soluciones' partial 
mente deaereadas,  l o  que sug ie re  el agotamiento d e l  oxfgeno d e l  
medio, es d e c i r ,  l a  so lucidn se hizo  anaerobia debido a l a  reaccidn 
(13) : 
A continuacidn d s l  persodo de inducci6n se alcanzd un es tado 
es tac ionar io .  La concentraci6n d e l  r a d i c a l  en es tado es tac ionar io  
fue  proporcional  a l a  raSz cuadrada de l a  concentracidn de p ro t ez  
na (Fig. 1 5 ) ,  l o  que ind ica  que l a  terminacidn d e l  r ad i ca l  s i gu i6  
una c i n g t i c a  de segundo orden, r e f l e jando  s u  dismutacidn a 1  n i t r o  -
soderivado (Peterson y co l .  1 9 7 9 ) .  
- 
de la incutiicl6n de m i c r o ~ m a s  Cl rglmll+ nifurtimox 1 mM y un sia 
tema generador de NADPH formado por NADP (0.38 mM), glucosa-6-fos- 
f at0 C 5 . 5  aM), glucosa 6-f osf ato deshidrogenasa (0.67 unidadesfml) 
El espectro se o6tuvo con una amplitud de modulacidn de 0.5 G y un 
poder de 20 mW. Otras condiciones como eh Materiales y Mgtodos y en 
la Fig. 3. _A. El espectro del radical ani6nico del nifurtimox anali 
zado por simulacisn con computadora. Las constantes de acoplamien- 
to fueron: R - H N 
aN = 11.2 G; ap - 7.3 G; ag - 1.15 G; a6=N-2.25 G; a% NO, 
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La forroac$bn del sadtcal  dependid de 10s tres componentes: rnL 
crosamas, NADPK y nftrofursno. La o m i s ~ d n  de NADPH o e l  calenta- 
d e n t o  de 10s microsomar a 100 O C  durante 10 min l l evd  a una f a l -  
t a  t o t a l  de act ividad.  E l  sietema generador de NADPH no produjo 
concentraciones observablem d e l  radical  anidnico nitroarom8tico. 
Fig. 1 4 ,  Camhior en l a  amplitud da l a  .ssi ial  .de rpe del nifurtimox 
luego  de' mdeclar"Q.4 .p~g . d i  micxoaomae . d e  .h$gado .de r a t a  con una 
eo luc idn  saturada d i  '0 da n i ; furt 'ho l  l' mM y NADPH 1 mM (eistema 
generador) ,  Otracl cond 2 c$o.ner axpex5hnentaled como en l a  F i g .  13 y 
en MaterZales y MBtodos. 
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E l  efecto  de f n U d o r e s  especff icos  de l a  NADPH citocromo 
P-450 (c) reductasa, l a  DT diaforasa y de l  funcionamiento de l  c& 
tocromo P-450 sobre l a  formacidn d e l  rad ica l  anidnico de l  nifur-  
timox por microsmas de hfgado de r a t a  s e  muestra en l a  Tabla 6. 
E l  dicumarol no disminuyd l a  concentracidn en estado es tacionar io  
de l  rad ica l .  La f a l t a  de inhlbicidn por dicumarol descarta cual- 
quier  supuesto r o l  de l a  DT diaforasa microsomal (Ernster y Orrenius 
+ 1965) como nitrorreductasa.  La inhibicidn que produjo e l  NADP , 
un inhibidor competitivo de l a  NADPH citocromo P-450 (c) reductasa 
TABIA 6 .  EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE LA FORMACION DEL RADICAL a 
ANIONIC0 DEL NIFURTIMOX EN MICROSOMAS DE H I G A D O  DE RATAD 
I n h i b i d o r  P o r c e n t a j e  d e l  c o n t r o l  
Ninguno l o o b  
M e t o p i r o n a  (1 .0  mM) 98 
CO 
NADP' ( 1 . 0  mM) 
pCMB ( 0 . 0 5  mM) 
D i c u m a r o l  ( 0 . 1  mM) 
S u ~ e r d x i d o  d i s m u t a s a  (20 u g l m l )  
C a t a l a s a  (1 mgfml) 
a  L a s  m e z c l a s  d e  r e a c c i b n  c o n t e n f a n  1 . 4  mg d e  p r o t e f n a  m i c r o s o m a l ~  
m l .  La r e a c c i d n  se  i n i c i 6  a g r e g a n d o  NADPH 0 . 7  mM. L a s  c o n d i c i o n e s  
p a r a  l a s  m e d i d a s  como e n  l a  F i g .  1 3 .  
b ~ a l c u l a d o  p o r  c o m p s r a c i S n  d e  l a s  i n t e n s i d a d e s  d e  l a s  e e f i a l e s .  
y cl p - c ~ a z c # n ~ ~ : n ~ i b e n z ~ t o , .  . . yn . inhWdor  : . i r rgvcrsfble  de l a  
misma enzima W s t e r s  y cdl ,  1865; Ozr.erifus, 1965) , indican que 
es t a  flavoprotefna puede par t ic ipar  en l a  reduccidn dc l  n i fur t f  - 
mox. La f a l t a  de inhibicidn da l a  fonuactdn del' radical  en.pre- 
sencia de CO o metopirona, do. 2nWidore.s de l a  activtdad B e 1  
citocromo P-450 (Ernster y Nordenbrand, 1B.671, descartan su par -
t iclpacidn en e l  primer paso de l a  reduccldn de l  n f f u r t m .  
E l  efecto de l a  superdxido dimnutasa y de l a  ca ta lasa  sohre 
l a  concentracibn en estado estacionario de l  radical  anidnico del  
nifurtimox, tambien se muestra en l a  Tabla 6 ,  e lndlca que es tos  
lntermedlarios de l a  reducci6n parc ia l  del  oxzgeno no estdn ln- 
volucrados en l a  generacidn del  radical ,  
La baja concentracidn en estado estacionario de l  rad ica l  de -
rivado del  nifurtimox en presencia del  sobrenadante de 105000 g 
6 de l a s  mitocondrias de hfgado de r a t a ,  ya sea en presencia de 
NADH o de NADPH en relacidn con l a  obtenida con l a  fraccldn m i -  
crosomal (datos omitidos) son consistentes con l a  localizacidn 
microsomal de l a  nitrorreductasa. 
Mason y Holtzman (1975) observaron l a  reduccldn de compuestos 
nitroaraadticos por un aistema modelo consistente en NADPH ( 1 0 ~ ~ ~ 1  
y FMN (5 x ~ o - ~ M ) .  E s t e  aistema modelo tamhien determin6 l a  f o r  -
mact6n del  radical  anidnico de l  nifurtimax (datos no mostradosl . 
La concentracidn en estado estactonarfo no semodificd en l a  oscg 
rldad, descartdndose l a  reduccfdn fo toquh tca  del  nifurtimox a su 
radical  anlbnico. A a l t a s  concentraciones de f lavina,  el espectro 
del  radical  anidnico de l  nifurtimox se superpuso a1 de l a  FMNH* 
(Fig. 16 A ) ,  e l  product0 de oxidacibn parc ia l  par un electrbn de 
F i g .  1 6 .  En e l  e s p e c t r o  A ,  l a  .seiial d e l  r a d i c a l  a n i b n i c o  d e l  n i -  
f u r t l h o x  es ta  s u p e r p u e s t a  a l a  d e  l a  s e m i q u i n o n a  d e  l a  f l a v i n a .  Lue 
go  d e  8 0  m i n  e l  r a d i c a l  a n i b n i c o  d e l  n i f u r t i m o x  d e c a e  d e j a n d o  e l  ex 
p e c t r o  B d e  l a  s e m i q u i n o n a  d e  l a  f l a v i n a .  L a  m e z c l a  d e  r e a c c i b n  COE 
t e n f a  FMN (10 mM), NADPH (20 mM) y n i f u r t i m o x  (50 mM). L a s  c o n d i c i c  
n e s  p a r a  l a s  m e d i d a s  fueron. :  a m p l i t u d  d e  m o d u l a c i d n  0 . 6 3  G (A) 6 
1 . 0  G (B) ; f r e c u e n c i a  a p r o x i m a d a ,  9.5  GHz; v e l o c i d a d  d e  ' b a r r i d o ,  
1 2 . 5  ~ / m i n ( ~ )  6 25 ~ / m i n  CB) ; g a n a n c i a ,  1 0 . 0  r l o 4  CAI 6 3 .2  x l o 4  
(B); v o l t a j e ,  50 mV. 
l a  -21 fndicando que 1n.forxwcUn del radical  semiquinona de 
l a  f lavina ocurre buranta ' la  fonnacrdn del  radtcal  anidnico del  
nifurtfmox por l a  transferencia de un electran.  Luego de 80 min 
de incubaci6n l a  sefial de l  radical  ani6nico del  nifurtimox 
decay6 dejando el  espectm de l a  Fig. 16 B de l a  semiquinona de 
l a  f lavina.  
En l a s  r a t a ~ ,  10s brganos hlanco de l a  tmtc idad  de, n t f u r t i  -
mox son ademds del hfgado, e l  cer&ro y 10s test%culos (Hoffman, 
1 9 7 2 ) .  Las Figs. 17 y 18 muestran el tiemp6 que demor6 en apare- 
cer  l a  seAal del  radical  anibnico de l  ntfurtimox luego de l a  ad2 
ci6n de hom~genado de cerebro de r a t a  (Pig. 17) o de homogenado 
de tes t fcu los  de r a t a  (Fig. 18) en presencia de NADH o de NADPK. 
La sefial aparecid t a m l j i h  luego de  un perbdo  de induccidn, cre- 
c id  en intenstdad y poster2onaents decay$. La concentracidn en 
estado estacionario fue mayor en presencia de NADPH con 10s horn- 
genados de cerebro y en presencia de NADH con 10s homogenados de 
t es t fcu lo .  
Estimulacidn de l  transporte de electrones y l a  produccidn de ani6n 
Esta bi6n establecido que 10s microsomas hepaticas consumen 
O 2  ut i l izando NADPH como co-sustrato COrrenius y col.  1965). La 
Fig. 19  muestra que el consumo de oxfgeno por 10s microsomas fue 
incrementado var ias  veces cuando se introdujo nifurtimox a l a  me= 
c l a  de reaccibn. E l  increment0 en el  consumo de O 2  determinado por 
e l  nifurtimox dependid de todos 10s componentes del  sistema, s ien -
TEEWO hllhL 
- 
Fig. 17. Cambios en la  ampll'tud re la t f i a  d e  la  seiial de  r p e  d e l  
r a d i c a l  obten2do luego d e  l a  mezcla ae 7.0 mgfn-11 d e  Bomogenado 
de  c e r e m e  B e  Tats conmna solucidn s a m r a a a  ae-(lZ cmten2endo 
n l f i r thmc  1 .(T a83, NADHU .7 4 4  6 u n  ciitana generadar de  NADPH* 
J i g .  18. Cambios en la  amplitud r e l a t i b a  de  la  sefial d e  r p e  d e l  
r a d i c a l  06-tenfdo luego d e  l a  mezcla de %6 mgfml de  hornoffenado 
d e  t e s t h u l o s  de  r a t a  con una  soluc26n saturada de O2 contenieq 
do nffurti!max 1.0 niM, NADH 0.7 nit4 6 un sl'stema generador d e  
NADPH. Condlciones carno en l a  'Fig. 14 y en MaterTales y Mstodos . 
2 5  nmoles 0, 
Imin 
C-----( 
F i g .  1 9 .  E f e c t o  d e l  n i f u r t i m o x  s o b r e  e l  consumo d e  O 2  p o r  m i c r o  
somas d e  h f g a d o  d e  r a t a .  L a  m e z c l a  d e  r e a c c i d n  c o n t e n f a  m i c r o s 2  
mas ( 3 . 6  mg d e  p r o t e P n a / m l )  y a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  20 mM,pH 7 . 4 ,  
NADPH 0.5  mM y n i f u r t i m o x  ( N )  0.3  mM. I n s e r t o :  d e p e n d e n c i a  d e l  
e f e c t o  d e l  n i f u r t i m o x  s o b r e  l a  c o n c e n t r a c i g n  d e  p r o t e f n a .  O t r a s  
c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  como se  d e s c r i b e n  e n  M a t e r i a l e s  y Mg 
t o d o s .  L o s  v a l o r e s  i n d i c a n  n m o l e s  0 2 / m i n  p o r  mg d e  p r o t e f n a .  
de microsomas o luego Be l a  desnaturalSzaci8n tgrmica de lo8 m i -  
crosomas Cdatos omitidois). Se pudo establecer una relacfdn li- 
neal entre el  consumo de 0 2 . e s t ~ u l a d o  por nifurtimox y l a  con- 
centracidn de protefna @lg. 19,  insert01 . 
La curva de concentractdn-efecto para e l  nlfurtfmox se  mue: 
t r a  en l a  Fig. 20. Se observa que l a  estimulacidn del consumo de 
O 2  es ta  de acuerdo con una cindtlca de saturacidn ($= 0.45 a; 
Vlrdx = 16.6 nmol/min por mg de protefna) . 
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2 0 .  E f e c t o  de d i f e r e n t e s  concentrac iones  de n i f u r t  
e l  consumo de 0 2 .  I n s e r t o :  g r d f i c o  de Lineweaver-B 
f u r t  imox. Las condic iones  exper imenta le s  como s e  de 
Fig. 19 y en M a t e r i a l e s  y Mgtodos. Los v a l o r e s  end 
s t a r o n .  
imox (N) 
urk para 
s c r i b e n  
dgenos 
El ex'bmen de diferentes fracclones celulares de hfgado de ra -
ta en cuanto a au respBedta a1 nZfurttmox, mostr6 que 10s micro- 
somas constitufan el componente subcelular d s  activo (Tabla 7 ) .  
Con NnDPH como dador de electrones, la utflizaci6n de O2 mostr6 
una estimulaci6n de cuatro veces en presencla'de nifurtimox 0.3 
mM. La respuesta de la fraccidn cltos6lfca y mitocondrial a1 nifur -
timox fue relativamente menor (se increment6 1.5-2 veces la velg 
cidad de utilizaci6n de 02). 
TABLA 7. LOCALIZACION SUBCELULAR DEL CONSUMO DE o2 INDUCIDO POR 
NIFURTIMOX. a 
~ r a c c i d n  celular 
(mg de protegna/ml) 
Consumo de O2 
(nmolee/min por mg de protefna) 
Enddgeno Inducido por nifurtimox 
Microsomal (4.4) 
Mitocondrial (2.7) 
Sobrenadante (4.2) 
a La mezcla de reaccidn contenfa la fraccidn eubcelular, amortigua- 
dor foafato 20 mM, pH 7.4, KC1 130 mM, NADPH 0.5 mM y nifurtimox 
0.3 mM. El coneumo de O2 ee midi6 polarograficamente con un electto 
do de Clark a 30 OC. Otrae conbikionea ae deacriben en Materiales y 
MEtodos. 
b ~ e d i a  f D. S. (4 determinaciones independientes) 
La P$g. 21 muestra  que  el nifur t imax increment6 s i g n i f f c a t i  
0 
vamente l a  velocfdad de ganeraci6n de  0i por  microsomas suplemen 
0 
tados con NADPH y dfsminuyd e l  perfodo de induccldn de l a  oxida- 
cibri de  adrenal lna .  La oxnisibn de NADPH o de microsomas d e l  61s- 
tema completo o l a  adic idn  de  rmper6xldo dismutasa previno l a  
formacf6n de adrenocromo, mostrando de esta forma e l  r o l  d e l  0 1  
en l a  t r a n s f e r e n c i a  Be e lec t rones  d e l  r a d i c a l  anidnico nitroaro* 
t l c o  a1 02 .  E l  nifur t fmor  est imul6 l a  produccl6n de 0; linealmen -
te h a s t a  una concentracidn de  60 pt4. A esta concentraci6n el va lo r  
basal se increment6 7 veces CFlg. 211 . 
F i g .  21.  E f e c t o  d e k  n i f u r t i m o x  e o b r e  l a  g e n e r a c i 6 n  d e  0' p o r  e microsomas  d e  h f g a d o  d e  r a t a .  L a  m e z c l a  d e  r e s c c i d n  con  e n f a  
microsomas  (0.25 mg d e  ~ r o t e f n a / m l ) ,  a m o r t i g u a d o r  f  o s f a t o  20 mM, 
pH 7 . 4 ,  K C 1  1 3 0  mM y e p i n e f r i n a  1 mM. Donde s e  i n d i c a  e e  a f i a d i e  
r o n  NADPH 0 .16  mM, n i f u r t i m o x  0 .1  m (N)  y 5 pg/ml d e  s u p e r b x i =  
do d i s m u t a s a  (SOD). O t r a s  c o n d i c i o n e e  e x p e r i m e n t a l e e  como s e  i~ 
d i c a n  en  M a t e r i a l e ~  y Mgtodos. E l  v a l o r  cerca d e l  t r a z a d o  i n d i c a  
l a  v e l o e i d a d  e n  nmole s  0 I / m i n  p o r  mg d e  p r o t e g n a .  
F i g .  2 2 .  Efecto  de l a  concentracidn de nifurtimox sobre l a  pro- 
duccidn de anidn superdxido por microsomas de hfgado.  Condicio- 
nes  experimentales como en Materiales  y Mbtodos y en l a  F i g .  2 0 ,  
except0 l a  concentraciBn de nifurtimox que ae ind i ca  en l a  abci -  
ea .  Los va lore s  enddgenos s e  ree taron .  
La lnducc$6n de l a  produccfdn de 0; por derivados n i t r o a r d  
-
t i cos  involucra l a  conversidn del  radical  n i t r o a r d t i c o  a1 corn- 
puesto or ig ina l  m s o n ,  19791. La axidacidn aerdbica de e s t e  ra- 
d ica l  es muy rdpida mason, 19791 y por l o  tanto no fue posible 
detecterr una reduccidn neta de l  nltrocampuesto midiendo e l  efecto 
del  NADPH sobre s u  absorcfdn a 400 mn [en presencia de preparacio 
- 
nes microsomales y bajo condiciones anaerdbicas, l a  velocidad de 
reduccidn del  nifur t imm fue de  0.26 Q - 0 2  mnoles/min por mg de 
protefna, para una concentracidn de droga de 100 p). La actividad 
nifur t imm reductasa dependiente de NADPH de 10s microsomas de h& 
gad0 bajo condiciones aerdbicas pudo, s i n  embargo, medirse espec 
- 
trofotametricamente siguiendo l a  velocidad de oxidacidn de  NADPH 
por el  nifurt&nox. La axldacidn de NADPH por l a  f racc idn  microso -
ma1 fue  est-ulada tres veces por el  nifurtimox (100 pM) (Tabla 8) .  
La produccidn de H202 por l a  f racc ldn microsomal tambib fue  es t i  
mulada por nifurtimox. Debe notarse  en l a  Tabla 8 que, en presen- 
c i a  de n f f u r t h o x ,  l a  oxidacidn de  NADPH, e l  consumo de 02,  l a  
producci6n de OZ y l a  fomaci6n de H202 no fueron equimolares. Asf, 
2,6 moles de NADPH fueron oxidados por cada 2.2 moles de O2 COnSU - 
midos, por cada 2 . 1  moles de 0; y 1 mol de H202, generados. 
TABLA 8. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE EL CONSUMO DE 0 , LA PRODUCCION 
DE 07 Y H o2 Y LA OXIDACION DE NADPH POR MISROSOMAS DE BIG& 
DO DZ  RAT^ 
Nifurtimox Parhetros metabdlicos 
(nmoles/min por mg de protefna) 
Consumo Produccidn 0xidaciSn ~roduccidn 
de O2 de 0 1  de NADPH de B202 
a La mezcla de incubacidn contenfa ~rotefnas microsomales (2.3 mg/ml) 
amortiguador fosfato 20 mM, pH 7 . 4 ,  KC1 130 mM, NADPH 0.5 mM p niful 
timox. Para la. determinaciones de 0; se agregd epinefrina 1 M La 
formacidn de adrenocromo fue inhibida completamente por superdxido 
dismutasa (5 pg/ml). Para la determinacidn de H202 se agregb perox& 
dasa de r6bano 0.8 pM. Otras condiciones experimentales se describe1 
en Materiales y Mgtodos. La oxidaciSn de NADPH se midi6 a 340 nm. 
b ~ e d i a  f D .S . (tres detarminaciones independientes) 
La Tabla 9 muestra e l  efecto de inhibidores especfficos del  
t ransporte  de electrones m~cros~cnnal sobre l a  oxidacidn de NADPH, 
e l  consumo de O 2  y l a  fomaci6n de 0: por microsomas de hfgado. 
TABLA 9 .  EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE EL CONSUMO DE 0 Y LA FORMA- 
CION D: O; DEPENDIENTES DE NADPH EN P B E S E N ~ I A  DE NIFUE 
T I M O X .  
I n h i b i d o r  
(mM) 
Par6metros  m e t a b d l i c o s  (nmolea/min por  mg p r o t . )  
Oxidacidn  d e  Consumo d e  ~ e n e r a c i d n  de  
NADPH O2 0; 
Ninguno 5 .5  f 0 . 3  4.5 f 0.2 4.6 f 0 . 1  
Dicumarol (0 .01)  5 . 1  0 . 3  (7)' 
NADP+ (1 .0 )  1.0 2 0 . 1  (81)  
p-cloromercur& 
benzoa to  (0.04)  0  (100) 
Metopi rona  (0.1)  3.7 f 0.2 (27) 
SKF-525-A (0 .1)  3.8 f 0 . 3  ( 2 9 )  
a  La mezc la  d e  i n c u b a c i d n  c o n t e n f a  p r o t e f n a s  microsomales  (0.4 mg/ml), 
n i f u r t i m o x  0 . 1  mM y 10s i n h i b i d o r e s .  O t r a s  c o n d i c i o n e s  como en  l a  
Tab la  7 .  
b ~ e d i a  f D.S. ( t r e a  d e t e r m i n a c i o n e s  i n d e p e n d i e n t e s )  
C P o r c e n t a j  e  d e  i n h i b i c i d n  
d ~ o  d e t e r m i n a d o  
Estoa yegui-doe .mqec& 104. .~&p.&erite& .c'@en'tar$os:. a1 ,el transpor 
- 
t a  'de 'el'ectrme no .$ue !czf.ec'udo .For. a i e ' u i n a ~ ~ l ,  o  que :descarta un 
r o l  importante de m a  DT dtaforasa mi'crosomal (Ernster y Orrenius, 
1965) en l a  reduccldn de l  nifurtimox; b) l a  inhibici6n de l a  act& 
vidad por NADP' indica l a  part icipacidn de l a  NADPH citocrorno P-450 
(c) reductasa, ya qua e l  NADP' es un inhibidor competXtivo dsi e s t a  
e n z b a ;  c$  l a  mima concluai6n es apoyada por e l  e f e c t o  d e l  p-clg 
romercurlFx!nzoato, un inhir j idor  d e l  t r a n s p o r t e  de e l ec t rones  m i -  
crosomal de hfgado duran te  l a  oxidacidn de NADPH (Ernster  y Orre- 
nius ,  1965; Orrenius,  1965; Masters y co l .  1965);  d) E l  e f e c t o  de 
l a  metopirona y e l  s~F-525-A, do8 inhib idores  e spec f f i cos  d e l  
t r a n s p o r t e  de e l e c t r o n e s  microsamal a n i v e l  d e l  citocromo P-450 
(Ernster  y Nordenbrand, 19671, confirma l a  p a r t i c i p a c i d n  de este 
citocromo en l a  reduccidn d e l  nifurtimwc. Sin embargo, l a  forma- 
cidn d e l  r a d i c a l  an idnico  del nifur t imox no fue  inh ib ida  por mon6xL 
do de carbon0 y metopirona (Tabla 6) .  En concordancia con e s t o s  
r e su l t ados  l a  metopirona y e l  ~ m - 5 2 5 - ~  no inhfbferon l a  generacidn 
de 0: [Tabla 9 ) ,  l o  que implica que e l  citocromo P-450 puede estar 
involucrado en l a  conversidn d e l  r a d i c a l  anidnico n i t r o  en o t r o  
product0 de l a  reduccidn del  nffurtfmox[probablemente l a  h i d r o x i l s  
mina] . 
La fa l ta  de l a  esperada eetequiometrfa  1:l:l para  l a  oxidacidn 
de NADPH, e l  consumo dc  O 2  y l a  formacidn de H202 (Tabla 8) i n d i c a  
que o t r o s  mecanismos pueden estar involucrados en l a  reduccidn del 
nifurtimox. Por ejemplo, l a  axidacidn de NADPH estimulada por  nf- 
furtimox fue i n h i b i d a  por  super6xido d i m u t a s a  y tambidn por  l a  c= 
t a l a s a  en presencia  de superdxido dfamutasa (Tabla 10) .  Estas i n h i  -
b ic iones  sugieren  que, en p r e s e n c i a  de nifur t imax,  e l  NADPH es h a s t a  
c i e r t o  punto oxidado. por  el 0: o por  alguna espec ie  der ivada corn 
el r a d i c a l  OH' miaglow y c o l .  19771. Un hecho que r e fue rza  esta 
h i p d t e s i s  es l a  i n h l b i c t d n  de l a  oxidacidn de NADPH dependiente de 
0: y d e  OH' por l a  superdxido d i m u t a s a  y secues t ran tes  de  radica 
TABLA 1 0 .  EFECTO DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA, CATALASA, MANITOL,Y 
DMPO SOBRE LA O X I D A C I ~ N  DE NADEH POP MICROSOMAS DE BIGA 
DO E N  PRESENCIA DE NIFURTIMOX. 
S u p e r B x i d o  C a t a l a e a  M a n i t o l  DMPO O x i d a c i B n  d e  NADPH 
d i s m u t a ~ a ( p g / m l )  ( p g / m l )  (mM) (mglml) ( n m o l e s / m i n  p o r  mg 
d e  p r o t e f n a )  
a L a  m e z c l a  d e  i n c u b a c i s n  c o n t e n f a  p r o t e f n a s  m i c r o s o m a l e s  ( 0 . 3  mg/ 
m l ) ,  n i f u r t i m o x  0 . 1  mM g l a e  a d i c i o n e s  q u e  se  s e i l a l a n .  O t r a s  c o s  
d i c i o n e s  como e n  l a  7 .  
b ~ e d i a  2 D.S. ( 5 d e t e r m i n a c i o n e s  i n d e p e n d i e n t e s )  
C V e l o c i d a d  e n  a u s e n c i a  d a  n i f u r t i m o x :  3 . 5  2 0.2 n m o l e s / m i n  p o r  mg 
d e  p r o t e f n a .  
d ~ o r c e n t a j e  d e  i n h i b i c i b n .  
les OH', como el manitol, el  tEIPO y e l  desteral(Tab1a 11). E l  
0; y el OHm oxidaron el  NADPK a haja yelocidad, como ha sido obser -
vado con otros nucledtidos de pirldina (Bielski y Chan, 1976) . E l  
r o l  de tanto el ant611 super6xfdo como el radical oxhidrilo en l a  
oxidacidn de NADPH se demostrd por el  efecto sinergfstico de l a  
dismutasa y el desferal  o el DMPO CTabla 11). 
LosmLcrosamas de rffi6ri, cereBro y test lculos no fueron tan 
actmos como 10s de Ngado como generadores de 0: en presencia a 
de nifurtfmox, aunque l a  velocidad de produccidn de es te  radical 
TABLA 11. O X I D A C I O N  DE NADPH POR A N I O N  SUPEROXIDO Y RADICAL 
HIDROXILO. 
I n h i b i d o r  V e l o c i d a d  d e  o x i d a c i b n  d e  NADPH (Cmol/min)a 
O x i d a n t s :  0; Ox idan te :  0; Ox idan te :  OH'  
(gene rado  po r  (gene rado  po r  
h i e r r o  q u e l a d o )  e l  r e a c t i v o  d e  
Fen ton )  
(A) (B) ( c  
Ninguno 
M a n i t o l  (10 mM) 
DMPO ( 7  mg/ml) 
M a n i t o l  (10  mM) + 
d e s f e r a l  (0 .7  mg/ml) - 
S u p e r d x i d o  d i s m u t g  
e a  ( 3 3  ug/ml)  0 . 3  (94 )  
i g u a l  + d e s f e r a l  
(0 .7  mg/ml) - 
i g u a l  + D ~ ~ 0 ( 7 m g / m l )  - 
a  Los nGmeros r e p r e s e n t a n  e l  promedio d e  m u e e t r a s  p o r  d u p l i c a d o .  La  
c u m p o s i c i b n  d e  l a e  mezc lae  d e  r e a c c i d n  f u e  l a  s i g u i e n t e  (volGmen 
f i n a l :  1 . 5  m l ) .  A: Trie-HC1 0 . 1  M ,  pH 7 .6 ,  x a n t i n a  50 mM, NADPH 
0 .33  mM y 20 u l  d e  x a n t i n a  o x i d a e a  (0 .48 u n i d a d e s )  a i i ad idas  a 1  
t i empo  c e r o .  B.  l o  mismo que  A, m l s  FeS04 0 . 1  mM y EDTA 0 . 3  mW. 
C .  Trie-HCl  0 . 1  M ,  pH 7 .6 ,  NADPH 0 . 3 3  mM, FeS04 0 . 1  mM y  H 0  1 
mM a s a d i d a  a1 t i e n p o  e e r o .  A ,  segGn P r i d o r i c h ,  1970;  B ,  e f g a n  
H a l l i w e l l  1978 y C ,  segGn B u e t n e r  y O b e r l e y ,  1979 .  
fue 'signtftcatl'wnente a'mentadn .pox asta dxoga [Tabla 12). 
TABLA 12. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SU- 
PEROXIDO POR MICROSOMAS DE HIGADO, RIRON, CEREBRO Y TEg 
TICULOS DE RATA. a 
Suspensidn Produccidn de 01 inducida ~roduccidn endbgena 
microsomal por nif urtimox de 0: 
(nmoles/min por mg prot.) (nmoles/min pot mg prot .: 
- SOD + SOD 
Hsgado 
Riiibn 
Cerebro 
Tes tfculo 
a 
La mezcla de incuhacidn contenfa protefnas microsomales (0.16 mg/ml) 
nifurtimox 0.1 mM y las adiciones que se indican en la Fig. 21. SOD, 
superdxido dismutasa (33 pg/ml). Otras condiciones como en Materia- 
lea y Mstodos. 
b ~ e d i a  f D.S. (tres determinaciones independientes) 
La tncubaai6n de microaamas de hfgado de rata en presencia 
de nifurthuox y NADPH determind un aumento significative de la 
formacidn de malondialdehZdo (Fig. 23). El efecto del nifurtimox 
fue &imo en presencia de NADPH como dador de electrones. 
PROTEINA ( mg/ml I 
1.5 3 .O 4.5 6.0 
2 0  I I r I 
NIFURTIMOX (mM I 
Fig. 23. Efecto del nifurtimox sobre la peroxidacibn lipfdica de 
microsomas de hfgado. La mezcla de reaccidn y otras condiciones 
como en la Tabla 13. La concentracidn de nifurtimox o de protef- 
na (a una concentracibn de nifurtimox de 0.1 mM) ee indican en la 
abcisa. 
La Fig. 23 muestra que la formaci6n de malondiald&Ldo fue 1& 
nealmente dependiente de la concentraci6n de protefna utilizada 
y de la concentracidn de nifurtimox en el medio de incubaci6n. 
Fig. 24. CinEtica de la estimulacidn de la ~eroxidacidn l i ~ f d i c a  
inducida por nifurtimox en microsomas de hfgado de rata. Los micro 
somas (3.2 mg de ~rotefna/ml) fueron suspendidos en el medio dee- 
cripto en ia Fig. 23, a 37'C durante 10s tiempos indicados en la 
abcisa. Concentracibn de nifurtimox 0.33 mM. 
La formacf6n de malondialdehfdo se increment6 a l .  prolongar 
e l  tl;empo de incubacibn, per0 despugs de 30  m i n  se mantuvo consta; 
te (F2g. 2 4 ) .  
A pesar de que el  mecanismo de l a  peroxidaci6n l i p fd i ca  no 
esta d e l  todo explicado, d i ferentes  argumentos indican que t an to  
e l  oxfg=no s ingule te  ?0;) ccnno e l  rad ica l  oxhldr i lo  (OH') pueden 
actuar  corno in ic iadores  d e l  proceso. La estimulacidn de l a  l ipope -
roxidacidn por e l  nifurtmcix fue inhibida en presencia de agentes.  
secuest rantes  de rad ica les  OH* (planit011 y de (his t id ina ,  a'zi -
da) (Tabla 131, l o  que demuestra que 10s derivados de l a  reducci6n 
TABLA 13. EFECTO DE AGENTES SECOESTRANTES DE BADICALES OH' y l o 2  
SOBRE LA ESTIMULACION DE LA PEROXIDACION LIqIDICA POR 
NIFURTIMOX EN MICROSOMAS DE H I G A D O  DE RATA. 
A d i c i o n e s  A b s o r b a n c i a  a  5 4 8  nrn 
Ninguna  
Ni f  u r t i m o x  + NADPH 
N i f u r t i m o x  + NADPH + m a n i t o l  
N i f u r t i m o x  + NADPH + h i s t i d i n a  
N i f u r t i m o x  + NADPH + a z i d a  
-- - 
a ~ a  i n c u b a c i d n  se  l l e v d  a  c a b o  a  3 7  O C  d u r a n t e  u n a  h o r a  c o n  ?nl'cro9 
somas ( 4  mg d e  p r o t e f n a l m l )  s u s p e n d i d o s  e n  a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  
20 mM, pH 7 . 4  y K C 1  1 3 0  mM e n  u n  volGmen f i n a l  d e  l m l .  N i f u r t i m o x  
0.33 mM, NADPH 0.5  mM, m a n i t o l  0.1 mM, h i s t l d i n a  10 mM, a z i d a ,  10 
nM . 
' ~ e d i a  2 D . S  . ( t res  d e t e r r n i n a c i o n e s  i n d e p e n d i e n t e s )  
C P o r c e n t a j e  d e  i n h i b i c i d n .  
parcfal  de l  Q2 e s t l n  Fnvolucradoe en l a s  reaccionee de peroxida -
ci6n l ipfd ica  estfmuladas por el nitrofurano. 
Altera,cion'es' u ' l b r a ~ e c s r ' ~ c ' t ~ r ~ 1 ~ s S  'en' 'L0. ' d'rgano's' Blanca 'de 'la 
toxicid'ad 'de'l' n'lfu'rt'imox 
Uno de 10s brganos m 8 s  sensfbles a 10s procesos de peroxid: 
cidn l ip fd ica  es e l  t es t fcu lo  (Tappel, 1973) y justmente este 
drgano es uno de 10s blancos de l a  toxicidad selectiva del  n i fu r  -
timox en mamffero (Hoffman, 1972) . La Fig. 25 A muestra un cor te  
transversal  de un tdbulo semnffero de tes tsculo de r a t a  normal 
(inoculada con e l  solvente u t i l izado  para suspender e l  nifurtlm 
mox: Tween 80-agua 4 % v/V~). La Fig. 25 B muestra 10s efbctos 
observados luego de dos b r a s  de l a  admfnistracibn intraper i to-  
neal de 100 mg de nifurtimox/kg de peso. Se observa dltlatacibn 
difusa de l  re t fcu lo  endopldsmico l i s o  de l a s  c6lulas de Se r to l i ,  
extendzda a todo su citoplasma, con l a  apariericia de microvacuo~ 
l a s  y tam6f8n alteraciones de l a  mesnbrana basal. En l a  Ffg. 25 C 
se observan 10s efectos producidos despuds de l a  adrnfnistraci6n 
intraper i toneal  de 100  mg de nLkurtimax/kg de peso por dfa duran -
te  5 dfas. Se observa necrosis de  10s esperrnatocitos primaries 
con picnosis y mayor densidad citoplasmdtica, aumento del  ndmero 
de cuerpos multivesiculares o lfsosomas secundarios en el ci to-  
plasma de l a s  celulas  de S e r t o l i  probahlemente por digestidn de 
res tos  ce lu lares  de espematocitos y espedb t ides  y retraccidn c i  -
toplamndtica en e l  compartimiento basal,  con grandes espacios que 
sdlo contienen algunas rnembranas. 
F i g .  2 5 .  A. M i c r o f o t o g r a f s a  e l e c t r b n i c a  d e  t e s t % c u l o  d e  ratr  
c o n t r o l  ( i n o c u l a d a  con  e l  s o l v e n t a  d e l  n i f u r t i m o x )  mos t rando  
una  c d l u l a  d e  S e r t o l i  (s) normal .  A b r e v i a t u r a s  usadas :  N ,  n g  
c l e o ,  B, aembrana b a s a l .  x 4500 ,  B. ~ i c r o f o t o g r a f f a  r l e c t r b -  
n i c a  d a  t e s t l c u l o  d e  r a t a  i n o c u l a d a  con  100  mg d e  n i f u r t i m o x  
p o r  kg d s  peso  y s a c r i f i c a d a  d ~ s  h o r a s  deepuse ,  mor t r ando  una 
c 6 l u l a  d e  S e r t o l i  a l t e r a d a  con  d i l a t a c i o n e e  d e l  r e t f c u l o  en- 
dopl6emico  l i s o  en f o r a a  d e  m i c r o v a c u o l a s  ( V ) .  La merbrana  
b a s a l  tambidn e s t a  a l t e r a d a  y s e  o b s e r v a n  c u e r p o s  d e  l i p o f u z  
a i n a  (L)  e n  l a s  c 8 l u l a s  d e  S e r t o l i .  X 4500. C, M i c r o f o t o g r a -  
L l a  e l e c t r b n i c a  d e  t e e t f c u l o  d s  r a t a  i n o c u l a d a  con 100 mg d e  
n i f u r t i m o x l k g  d e  p e s o  por  d f a  d u r a p t e  5 d f a e  most rando e r p e s  
m a t o c i t o e  (E) e n  n e c r o s i s  con  s u s  n d c l e o s  p i c n b t i c o e ,  r a t r a c  
e i d n  d e  l a e  c 8 l u l a o  d e  S e r t o l i  con  g r a n d e e  e e p a c i o s  v a c f o s  p 
r e s t o s  d e  l a  a c t i v i d a d  f a g o c g t i c a  ( f l e c h a s ) .  x 4500. 
MeC'ahTtmd de '&e~s-fit'ax'i'cac'$6nn hep&ti'ca, del ni.furf imox 
Se reconoce de manera general que muchas reacciones adversas 
provocadas por drogas se deben a l a  t ransfomacidn de l a s  mismas 
en especzes qufmicas altamente reactfvas.  Estos metaboli tos taxi -
co8 pueden a l t e r a r  la  es t ruc tu ra  y funcidn de l a s  macromol6culae 
t i s u l a r e s  de d i fe ren tes  maneras, t a l e s  como medlante l a  a lqui la-  
cidn de protefnas y dcidos nucleicos o por estimulacidn de l a  pero -
xidacidn l i p fd i ca  corn hemos observado en e l  caso de l  nifurtinrox. 
Las cd lu las  han desarrol lado var ios  mecanfsmos de defensa contra 
t a l e s  ataques oxidatfvos. Entre  e s to s ,  e l  glu ta t idn  reducido (GSH) 
juega un papel muy importante junto a l a  g lu ta t idn  percrxidasa 
mediante l a  remocidn de perthido de hidrcgeno (H202) y 10s hidro  -
perdxidos CPOOBl que se fonaan (Sies y col .  1978) : 
OOH 6 HOOK g.r: GSSG reductasa 
g.p: GSH peraxidaaa 
NADPH GSSG ROH 6 HOH 
Por o t r o  lado, e l  g lu t a t i dn  reacciona con diversos in te rne  -
diaries e l e c t r o f f l i c o s  para  formar conjugados. Estas  reacciones 
de conjugacibn son ca ta l i zadas  por l a s  glutatibn-S-transferasas 
y r e su l t an  en una deplecci6n de las reservas de g lu ta t idn .  
E l  nifurtimox produjo una depleccidn notable de l  g lu t a t i dn  
hepatic0 en r a t a s ,  con un va lo r  &imo e n t r e  l a s  2 y 4 horas de 
administrado (Fig. 26) .  Esta depleccidn fue  dependiente de l a  dg 
sis y con una concentracidn de 200 mghg de peso, el  nifurtimox 
disrninuyd e l  contenido de g lu t a t i dn  hepatic0 en un 30 8 s i n  p r ~  
vocar lamortalidad de las  ratas n i  alterar l a  histologfa hepa- 
t i ca  o l a  rctlvfdad de l a  pFrwato transaminasa sBrica (datos 0- 
mitidos) . 8 I I I I I 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
1- 2 4 6 8 
TIEMPO Chorasl 
F i g .  26 .  Deplecc idn d e l  g l u t a t i d n  hepLtico  inducida por n i f u r t i  
mox ( a ) ,  200 mg/kg de peso, i n t r a p e r i t o n e a l .  Cada punto r e p r e s e n  
t a  l a  media f e r r o r  standard de 6 animalee .  (0) Ratas c o n t r o l e s  
inocu ladas  con e l  s o l v e r i t e .  La8 d i f e r e n c i a s  fueron s i g n i f i c a t i -  
vas  a l a s  2 horas  (P<Q.02>, a l a s  3 horas CPC 0.05 y a l a 8  4 h g  
r a s  C P ( 0 . 0 2 ) .  
La liberacidn de glutatibn oxidado CGSSQ~ de hfgado de ra ta  
fue evaluada como un indicador del s t ress  oxzdativo (Sies y col. 
1978) . Como se muestra en l a  ~ i g .  27, e l  nifurtimox detemin6 un 
increment0 de l a  sal ida de GSSG del hfgado. Se l leg6 a una vela- 
cidad estacionaria de lfberaci6n de GSSG alrededor de 10s 4 5  m i n  
luego de l a  inoculacidn de l a  droga qua luego se mantuvo constan -
E l  increment0 de l a  l iberaci6n de  g lutat i6n oxidado se acompa -
te hasta 
1.4 
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m 
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0 
iib de un incremento paralelo de l a  l iberacidn de glutat16n redu- 
mbs dl* Be 10s A20 min CPiq. 27) 
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cido alcanzando e s t a  una velocidad mdxima alrededor de 10s 90 min 
MINlTOS DESPUES DE LA INOCULACION 
F i g .  2 7 .  ~ e c r e c i 6 n  h i l i a r  de GSSG, La b . i l i s  s e  r e c o l e c t b  cada 
15 min luego de l a  fnoculacidn d e  nifurtimox cm), 2QU-mg/kg de 
p e s 0 , i n t r a p e r i t o n e a l .  Cada punto representa l a  media f: E o S *  de 
6 animales .  Las d i f e r e n c i a s  fueron s i g n i f i c a t i v a s  a  p a r t i r  de 
10s  30 min (P4 0 . 0 0 1 ) .  
de administrada l a  droga B i g .  28)  . 
F i g .  2 8 .  S e c r e c i g n  b i l i a r  d e  GSH. I g u a l e e  condic ionee  que en l a  
F i g .  2 7 .  Cada punto r e p r e s e n t a  l a  media + E.S. de 6 a n i m a l e s .  Las 
d i f e r e n c i a s  fueron s i g n i f i c a t i v a s  a  p a r t i r  de  1 0 s  4 5  min ( ~ ~ 0 . 0 5 )  
A 10s 105 min, P C  0 . 0 1 .  
3.0.- 
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La inveatigacibn pox espectrofotaaetr$a de l a s  b i l i s  de 
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la8 r a t a s  t ratadas con nifurtiinox revel6 l a  existencia de un p r e  
m J T O S  DESPUES DE LA INOCULACION 
sunto metabolite de la droga con picos mtlxisnos de absorci6n a 295 
MI Y 415 nm [Pig. 291 . E s t e  espectro fue comparado con e l  obteng 
do de m a  soluci6n pura de nifurtimox (Pig. 29)  . LOS mismos picos 
de absorcidn a 295 nm y 415 nm fueron encontrados a1 estudiar  
a m a '  
Fig.  29. Espectro de abrorcidn d e l  nifurtimox (A)  mostrando 
picos  de abaorcibn a 400 nm y 270 nm. (8) Eapectro d i f e r e n c i a l  
de b i l i r  de ratar tratadar con nifurtimox (200 mgfkg) contra 
b i l i r  de ratae inoculadar con e l  ro lvente ,  moatrando picoe a 
295 nm y 4 1 5  nm. Otraa condiciones como en Haterialea y ~ 6 t o d o e .  
muestras de o r ina  de l a 8  ra t88  tzatadae con nifurtiarox. 
1 I 
Se'encontr6 una huena corxelac&6n entre l a  elirninacfdn b i l i a r  
de l  presunto aastabolito del nSfurtrmrnt y l a  e l h l n a c i 6 n  de l  glu- 
I 
t a t i 6 n  t o t a l  big. 3 0 ) ,  l o  que &de Sndicar qua l a  absorbancia 
encontrada en b i X S r  B e  d e b  a l a  elixainacfbn de un conjugado de l  
nifurtlmex con el glutat l6n.  La corrslacZ6n en t re  l a  eliminaci6n 
F i g . 3 0 .  C o r r e l a c i b n  e n t r e  l a  l i b e r a c i b n  d e  g l u t a t i b n  t o t a l  e n  
b i l i s  y l a  a b s o r b a n c i a  d e l  m e t a b o l i t o  d e l  n i f u r t i m o x  en  l a  b i l i s  
en  d i f e r e n t e s  t iempos  l u e g o  l u e g o  de  s u  a d m i n i s t r a c i b n  (200 mg/ 
kg d e  p e s o ) .  Condic ionea  e x p e r i m e n t a l e s  como e n  M a t e r i a l e s  y 
MEtodos. 
de g l u t a t i 6 n  t o t a l  y l a  ahsorbancia a 415 nm de l a s  b i l l s  fue  po 
- 
sit iva C r  = 0.82, P < 0. QII . La l h e a  en l a  Fig.  30 representa  l a  
recta de  regres t6n  Cy - 16.0 + 73 .3~1 .  Tamblgn fue  buena l a  c o r m  
- 
l a c i6n  e n t r e  l a  el iminacidn de g l u t a t i d n  t o t a l  y l a  ahsorbancia 
de  las h i l l s  a 295 mn (r = 0.76, ~ < 0 . 0 1 ]  representando l a  l l n e a  
de  la Fig. 30, l a  r e c t a  de regres ibn (y = 16.6 + 2 4 . 9 ~ )  .
E l  . f lu  jo b1 l i a r  .no fue  s fgnUtca tF~amente  modif icado .despues 
de l a  admZnltstracS6n .de ima &sf+ de. '200 ingfig de peso. 
Se sabe 'que algunos nstrofuranod cazaa l a  ni trofurantofna 
(Buzard y col .  ,19601 i n h a e n  l a  actfvzdad .in' &tro de la ,  g lu t a t l 6n  
-
reductaaa por l o  que se h v e s t i g b  l a  act1:v:dad de e s t a  enzima y 
de l a . g l u t a t f 6 n  peraxidasa en el hfgado d e ' l a s  r a t a s  t r a t a d a s  con 
nifurt imor C200 mg/lkg de pasol ,  ya que 'ha'  rmodlflcac~6n de estas 
activtdadea podrfa exp l lca r  el  aumento de l a  elimlnacibn de .glu-  
t a t i 6 n  en Bf l i s .  
La Tabla 14. muestra que no hub0 dtferenclas  s tgnfffcatZvas 
en t r e  l a s  activzdades de ambas enzifnas en l a s  r a t a s  t r a t adas  y en 
l a s  controles.  
TABLA 14. EFECTO DE LA INOCULACION DE NIFURTIMOX SOBRE LA ACTIVIDAD 
DE GLUTATION REDUCTASA Y DE GLUTATION PEROXIDASA DE HIGA: 
DO DE R A T A . ~  
Actividades eneimdticas 
(nmolesf min por mg de protefna) 
Glutatidn peroxidasa Glutatidn reductasa 
Controlee 
Tratadas con 
nifurtimox 
a Las determinaciones se hicieron en 10s sobrenadantes de 105000 g 
abtenidos despubs de la deeintegracibn celular como se describe , 
en Materiales y M€todos(l mg proteSna/ml). 1 
b ~ e d i a  + D.S. (tres determinaciones independientes) . 
Sin  embargo, e l  nifurtimox fnhihlb l a  glutatldn reductasa 
'in' vl't'ro. E l  efec to  d e l  ntfurt'fmax sabre ' la  actividad de l a .  glu- 
-- 
ta t l6n  reductasa e e  mueatra en l a  Ffg..31. E l  nifurtirnox caus6 una 
pronunciada fnhibicidn de l a  act2vfdad glutatsen reductasa de l  
sobrenadante de hfgado de rata. * 
Fig .  31 .  Efec to  de  l a  concentracibn d e  nifurtimox sobre la a c t f ~ g  
dad g l u t a t i b n  reductasa de h fgado .de  r a t a .  E l  aohrenadamte da 
105000 g ( 2  mg de protefna[ml~ f u e .  SncuTiado en amortiguador for -  
f a t o  de po tae io  50  mM, EDTA la, pH 7 . 0  en p r e ~ e n c f a  de n i f u r t g  
mox. Otras condicionee como en Materialee  y Mbtodoe. 
Como era de esperar ante  el e f i c i en ta  rnecanismo de desintoxl -
cacidn hepdttca de l  ntfurtbmx, l a  peraxidacidn l ipfdica ,  medida 
por e l  ensayo de 10s conjugados dieno no fue fncrementada en la6 
ratas tratadas con nifurtfmox (Tabla 15) . 
TABLA 1s. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA ABSORCION DE CONJUGADOS 
DIENO DE LOS LIPIDOS DE EOMOGENADOS HEPATICOS. a 
Homogenadoe de hfgado de: *235 nm 
Ratas controlee 0.235 + 0.016~ 
Ratas inoculadas con 
nifurtimox 
a Alscuotas de loe homogenados de hfgado de rota (20 mg de ~ r o t e f n o /  
ml) fueron extrafdae por el mbtodo de Klaaesen y Plaa, 1969. 
b ~ e d i a  + D.S. (0-4 a 6). 
- 
el Trypanosoma cruzi y en el hugsped. 
Formacidn del radical anidnico del benznidazol 
La ipcubacidn de benznidazol (Fig.32), un 2-nitroimidazol 
utilizado clfnicamente en el tratamiento de la enfermedad de 
Chagas, con microsomas de hfgado de rata en presencia de NADPH 
F i g .  3 2 .  F6rmula qufmica d e l  b e n z n i d a z o l  (Ro-1051, N-benci l -2-  
- n i t r o - 1 - i m i d a z o l )  . 
llevd a la fonnacidn del radical anidnico del nitroimidazol 
(Fig. 33) . El valor de So2 fue de 13.75 G y estd de acuerdo 
con el valor de 14.10 G para el misonidazol (~yscough y ~01.1978: 
otro 2-nitroimidazol. La formacidn del radical dependid de 
10s tres componentes: microsomas, NADPH y benznidazol. La omi -
sign de NADPH o el calentamienta de 10s microsomas a 100 OC 
durante 10 min llevd a una falta total de actividad. El sisterna 
generador de NADPH no produjo concentraciones observables del 
radical anidnico nitroarombtico. 
F i g .  33 .  E e p e c t r o  d e  r p e  d e l  b e n z n i d a z o l .  A: E s p e c t r o  f o r m a d o  
l u e g o  d e  l a  i n c u b a c i d n  d e  m i c r o s o m a s  (2 mg p r ~ t e f n a / m l ) ,  b e n z n k  
d a z o l  2  mM y u n  s i s t e m a  g e n e r a d o r  d e  NADPH f o r m a d o  p o r  NADP' 
(0 .38  mM), g l u c o s a - 6 - f o e f a t o  (5.5 m ~ ) ,  g l u c o s a - 6 - f o e f a t o  d e e h e  
d r o g e n a s a  (0 .67 u n g d a d e s / m l ) .  E l  e s p e c t r o  e e  o b t u v o  c o n  u n a  a m ~ l . &  
t u d  d e  m o d u l a c i 6 n  d e  0 . 5  G y u n  p o d e r  d e  20 mV. O t r a e  c o n d i c i o n e s  
como e n  M a t e r i a l e s  y M l t o d o s .  B r  E e p e c t r o  o b t e n i d o  l u e g o  d e  l a  
i n e u b a c i d n  d e  e p i m a s t i g o t e .  de-L c r u z i  ( l o 9  ~ 6 l u l a s ~ m l )  y b e n z n l  
d a z o l  1 . 6  mM e n  l a e  mismae c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e e  q u e  e n  A 
y e n  l a  F i g .  3. 
De l a  misma forma que o&rr id  para l a  obtencidn d e l  r ad i ca l  
l i b r e  de l  nifurtimox, e l  espectro de l  rad ica l  proveniente de l  
benznidazol pudo s e r  observado&h despues de un perfodo de in-  
t duccidn que revel6 el agotamiento del oxfgeno del medio debido 
a la reaccidn ya descripta (13) : 
.En las mismas condiciones experlmentales, la incuhaci6n 
de benznidazol en presencia de NADPH 6 NADH y fracciones mitocoz 
drlales, microsomales, solubles y homogenados (no moetrados) 6 
en presencia de epimastigotes intactos (Fig. 33 B) no lled a la 
formacibn de un radical detectable. 
Estimulacidn del transporte de electrones y la produccidn de anldn 
super6xido y perdxido de hidrdgeno 
La Fig. 34 muestra que el consumo de O 2  por 10s microsomas 
hepaticas fue incrementado variae veces cuando se introdujo .henmi . -  
dazol a la mezcla de reaccidn. El increment~ en el consumo de O 2  
determinado por el benznidazol dependib de todos 10s componentee del 
sistema, siendo la velocldad de reacci6n despreclable en ausencia de 
NADPH o de microsomas o luego de la deenaturalizacldn tdrmica de 10s 
microsomas (datos omitidos) . 
La Fig. 35 muestra que el benznidazol increment6 signlflcati -
vamente la velocidad de generacibn de 0; por microsomas suplementa 
dos con NADPH, disminuyendo el perfodo de lnduccidn de la oxidacidn 
de adrenalina. La omisidn de NADPH o de microsomas del sistema co; 
pleto o la adicidn de euper6xido'dlsmutasa previno la formacidn de 
adrenocrom, mostrando de esta forma el rol del 0: en la transferen 
cia de electrones del radical anidnico nltroarom4tico a1 oxfgeno. 
M 
I NADPH 
lmin 
-
P i g .  3 4 .  E f e c t o  d e l  b e n z n i d a z o l  s o b r e  e l  consumo d e  o x f g e n o  p o t  
m i c r o s o m a s  d e  h f g a d o  d e  r a t a .  La m e z c l a  d e  r e a c c i b n  c o n t e n f a  m i  
e r o s o m a s  ( 4 . 0  mg d e  p r o t e f n a l m l )  y a r n o r t i g u a d o r  f o s f a t o  20 mM, 
pH 7 . 4 ,  NADPH 0 . 5  mM y b e n z n i d a z o l  (8) 1 . 0  mM. L o s  v a l o r e s  i n d i  
c a n  nrnoles  d e  0  / m i n  p o r  mg d e  p r o t e s n a .  O t r a s  c o n d i c i o n e s  como 
s e  d e s c r i b e  e n  & a t e r i a l e s  y Metodon.  
SOD SOD 
F i g .  35. E f e c t o  d e l  b e n z n i d a z o l  s o b r e  l a  g e n e r a c i b n  d e  0 5  p o r  
m i c r o s o m a s  d e  h s g a d o  d e  r a t a .  La m e z c l a  d e  r e a c c i d n  c o n t e n f a  
m i c r o s o m a e  ( 0 . 5  mg d e  ~ r o t e f n a / m l ) ,  a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  20 
mM, pH 7 . 4 ,  K C 1  1 3 0  mM y e p i n e f r i n a  1 mM. Donde se  i n d i c a  se  
a i i a d i e r o n  NADPH 0 . 3  mM, b e n z n i d a z o l  1 . 0  mM ( B )  y 5 p g / m l  d e  
s u p e r d x i d o  d i s m u t a s a  (SOD). O t r a s  c o n d i c i o n e e  e x p e r i m e n t a l e s  
como se  i n d i c a n  e n  M a t e r i a l e s  y M6todoe .  E l  v a l o r  c e r c a  d e l  
t r a z a d o  i n d i c a  l a  v e l o e i d a d  e n  n m o l e s  0;/min p o r  mg d e  p r o -  
t e f n a .  
La Fig. 36 muestra el efecto de diferentes concentracio -
nes de benznidazol sobre la generacidn de 0; por microsomas de 
hfgado de rata (A) y por microsomas de epimastigotes de Trypa- 
nosoma cruzi@l,S6locon 10s microsomas hep&ticos, el benznidazol 
fue capaz de estimular la generacidn de anidn super6xido. 
F i g .  3 6 .  E f e c t o  d e  l a  concentrac ibn  d e  b e n z n i d a z o l  sobre  l a  p r o  
ducc ibn  d e  a n i 6 n  superbxido  por microsomas d e  h lgado  (A)  y de  
T .  c r u z i  ( B ) .  Condic iones  e x p e r i m e n t a l e s  como en  l a  F i g .  3 5  y 
_.- 
en M a t e r i a l e s  y M b t o d o ~ ~ .  La c o n c e n t r a c i b n  de  b e n z n i d a z o l  s e  i n -  
d i c a  en  l a  a b c i s a .  T. C T U Z ~ :  2 . 0  mg de  p r o t e l n a  microsomal/ml.  
La Tabla 16 muestra el efecto de inhibidores especfficos 
del transporte de electrones microsomal sobre el consumo de O 2  
y la formaci6n de 0; por microsomas de hfgado de rata. 
TABLA 16. EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE EL CONSUMO DE 0 Y LA FOR- 
MACION DE 0: DEPERDIBNTES DE NADPH EN PRESEACIA DE 
BENZNIDAZOL!~ 
Inhibidor Pardmetro metab6licoe (nmoles/min por mg prot.) 
(mM) Consumo de O2 Generacibn de 0; 
Ninguno 
NADP+ (1.0) 
' p-cloromercur~ 
benzoato (0.04) 
Metopirona (0.1) 
SKF-525-A (0.1) 
a La mezcla de reaccidn contenla protefnes microsomales ( 4 mg/ml) 
benznidazol 1 mM y 10s inhibidores. Otras condiciones como en Mate 
rialee y Mbtodos. 
b ~ e d i a  2 D.S. (tree determinaciones independiantee) 
C Porcentaje de inhibicidn 
La inhibicibn de la actividad por NADP', inhibidor competiti -
vo de la NADPH citocromo P-450 ( c )  reductasa, y por p-cloromercuri- 
benzoato, inhibidor irreversible de la misma actividad (Ernster y 
Orrenius, 1965; Orrenius, 1965; Masters y col. 1965),indican la par -
ticipacidn de esa enzima en la reduccidn del benznidazol.La falta 
-3  
efecto de la metopirona y el SKF-525-A, dos inhibidores especffl 
cos del citocromo P-450 (Ernster y Nordenbrand, 1967), indica que 
este citocrorno no participa en la reduccidn de esta droga por 10s 
microsomas heptiticos. 
La Fig. 37 muestra que el benznidazol increment6 signifi -
cativamente la velocidad de generacidn de H202 por microsomas 
hepaticas suplementados con NADPH. La omisidn de NADPH o de mL 
crosomas del sistema completo previno la formaci6n de HZ02 
7.0 
NADPH 
- 
F i g .  3 7 .  G e n e r a c i S n  d e  H 0  p o t  microsomas  d e  h f g a d o  d e  r a t a  
en  p r e s e n c i a  d e  b e n Z n i d a z o t . 2 ~ a  m e z c l a  d e  r c a e c i b n  c o n t e n l a  
microsomas  (0 .5  mg d e  p r o t e f n a / m l ) ,  a m o r t i g u a d o r  f o e f a t o  20 mM, 
pB 7 . 4 ,  K C 1  1 3 0  mM, y p e r o x i d a s a  d e  r a b a n o  0 .8  pM. Donde se iz 
d i c a  se  a i i a d i e r o n  NADPH 0 .3  mN y b e n z n i d a z o l  1 .0  mM. O t r a s  Cog 
d i c i o n e s  . e x p e r i m e n t a l e s  como en  M a t e r i a l e s  y ~ L t o d o s .  E l  v a l o r  
c e r c a  d e l  t r a z a d o  i n d i c a  l a  v e l o c i d a d  e n  nmoles  d e  ~ ~ O ~ / m i n  p o r  
rng d e  p r o t e f n a .  
91 
El benznidazol estimul6 linealmente la produccibn de H20Z 
por microsomas de hsgado de rata (Fig. 38 A). En las mismas con -
diciones experimentales, el benznidazol fue incapaz de estimular 
la generaci6n de H202 por microsomas de epimastigotes de T* cru- 
zi (Fig. 38 B). Tampoco pudo obtenerse estfmulo de la produccidn 
-
de H202 por benznidazol utilizando otros dadores de electrones 
como el NADH y otras fracciones subcelulares de T. cruzi (firaccibn - 
mitocondrial, sobrenadante), homogenados 6 cglulas intactas (datos 
omi 
Pig. 38. Efecto de la concentracibn de benznidazol sobre la 
produccibn de H202 por microsomas de hlgado (A) y de cruzi. 
Condiciones experimentales como en la Fig. 37. T. cruzi: 2.0 
mg de prote$na/ml. concentracibn d e  benznidazol en la abciea. 
fnhib ic idn  del crecimiento d e l  Tw c r u z i  
- Concentraciones de benznidazol menores de las necesa r i a s  
para e s t i m u l a r  l a  generacidn de derivados de l a  reduccidn p a r c i a l  
d e l  oxfgeno en microsomas de hfgado de r a t a  e incapaces de  generar  
e s t o s  r a d i c a l e s  en las f racc iones  subcelu lares ,  homogenados y cb- 
l u l a s  i n t a c t a s  de - T. c r u z i  fueron e f e c t i v a s  en i n h i b i r  e l  crecimien -
t o  d e l  par t l s i to  en c u l t i v o  (Fig. 39) .  
'Fig, 39, Ef ecto del  benznidazol C20.40.80 y 120 pM1 sobre el c r e c h i e n t o  de l  
Trypanosoma cmzi .  C s  control. Condkhnes experhentales  camo en Materiales 
7 Gtoaos .  
Nuestros estudios indtcan que el primer intermediario de la 
reducci6n -deI  nifurtimox en el T. cruzi es presumiblemente el 
- 
rsdlcal ani6nico derivado (Reacci6n cl2J ) : 
OH' + OH- + O2 
El radical reacciona con el O2 generando 0i (reaccibn 13 ) 
que a su vez produce H202 ya sea espontdneamente o por accidn de 
la auper6xido dismutasa (raacci6n (11 ) . La interaccidn del H202 
con el 01 puede llevar a la produccidn de radical OH' (reaccldn 
[21 quo como ya mencionamos an la ~ntroduccidn ha sido postula 
do como una de las especies de bajo peso molecular mbs daAinas ge- 
neradas por las radiaciones ionizantes. Estas reacciones pueden 
llevar a producir extensos dafios en 10s dcidos nucleicos (Olive, 
1978) y formacidn de perdxidos lipfdicos y orgdnicos (Tappel, 1973) - 
En el esquema de la Fig.40 ae detalla el posible mecanismo de la 
accidn tripanocida del nifurtimax: 
ALTERACION 
DEL ADN 
+ 2 ~ +  
NADP' -)( I A P N O $ ~ ~  
Nitroreductasa 
NADPH + H+ 2ArN02 2 0; PEROXlDACIOh 
LlPlDlCA 
~ i g .  40 .  P a s i G l e  meeaniapbo de t o x i c i d a d  d e l  n$.furt$.zpax en T, crvzi, 
La concentracibn s6xtca w e  se alcanza luego de l a  admintatra - 
tracfbn o ra l  de nifurtfmoix (3.5 mgJkg Be peso1 en e l  hmbre es de 
alrededor de 10-20 p, valor que es t a  cercano a l a  concentracidn 
de nifurt-ax que produce: al m h i m a  estimulacidn de l a  formaci6n 
de 05 por l a  f raccZ6n mitocondrtal de T. cniz i  (Fig. 9 I i. i n i d  a 
- 
l a  difusfdn de H2Q2 fuera de l a s  celulas fntactas (Fig. ll I y cl  
inhltbe completamente e l  cxec$miato del' T: emzT en medfo de cult& 
- 
vo (Fig. 121 .  Otros mecanismos de taxtcidad, sfn embargo, no pueden 
excluirse. Uno de esos posihles mecanismos consiste en l a  unidn del 
radical  l f b re  n i t r o a r d t t c o  o demetabolitos relacionados a l a s  
macromoldculas celulares 
E l  esquema de l a  Fig. 40 que deta l la  e l  posible mecanfsmo de 
accidn tripanocida del nifurtimax podrfa aplicarse tmnbien para 
explicar los, efactos ,tdx&aa c ~ l a t w ~ l e e  de e s t a  droga en e l  
hubsped, ya que 'se detectb.: fonn'4cfbn de l  radical  anibnico 
derivado (3?fgs. 13-15,17-18' en s i c r o s w s  de lifgado y en hm?gens 
dos de o t ros  CIrganos blanco de su taxicidad; 61 un increment0 de 
l a  u t i l izac idn  mXcrosoma1 de O 2  Dfgs. 1 9  y Z O ,  TaElas 7-91; C) 
un e s t b u l o  de l a  generacidn de 0; por mfcrosolpas de dfferenrea 
te j tdos  (Figs. 2 1  y 2 2 ,  Tablas 8,.9 y 12Iy a n  e s t h l o  de l a  YE 
locidad de fomacibn de B7Q2 por microsomas de hfgado ( T a l a  81. 
Ademds de e s tos  efectos,  el  nfrffurtimmr $ncrement8 l a  velocidad de 
peroxtdacibn l ipfd ica  por loa mfcrosamas Eep82ttcos (Ffgs. 23  y 24 ,  
Los efectos de 10s i-ores de l a s  TaFlas 6 y indican que 
l a  reduccfdn in$cial  de la droga es catalfzada por l a  NADPH ct to-  
cromo P-450 CcJ reductasa, siendo capaz el rad ica l  fonnado de reaccio 
-
nar con oxfgeno molecular para generar anibn superbxido. La dimau 
- 
taci6n de l  0; da origen a1  H202 y l a  reaccibn de HaIjer-Wefss qua I 
sigue (dependiente de iones l e3 '~  da origen a1  radical  OH' y posihle 
-
mente a1 l o 2  que pueden causar: peroxtdaci6n l ipfd ica ,  dafio a 10s 
I 
Bcidos nucleXcos y dafio 6bP6gZco. Par te  de l a  oxidacidn de NADPH y I 
del  consumo de O 2  ohsenrados en l a  T4EI.a 8 pueden deBerse a l a  
reaccibn de l  0 5  y del  OH* con el N W H ,  como tambien ha sfdo sugeri  
- 
do para o t ros  nitrofuranos (Biaglow y col.  19771. Los resultados de 
# 
l a  Tabla 11 estan de acuerdo con esta hrpbtesfs. E l  efecto de inhib i  
- 
dares especfficos de l  c i t o c r m o  P-450 (metopirona y SKF-525-A) sobre 
l a  oxTdaci6n de NADPH, e l  consumo de O 2  y l a  formaci6n de 0: LTabla 91 
y de es tos  inhibidores (CO, metopironal sobre l a  formacidn del  radical 
anidnico del nifurtirnox (Tabla 6) indican que el citocromo P-450 
puede estar involucrado en la conversidn del radical anidnico nl_ 
tro en otro product0 de reduccldn del nifurtimox. Estas reacciones 
podrfan explicar la falta de estequiometrfa entre el consumo de 
02, la fonnacidn de 0; y H202 y la oxidacidn de NADPH por micro- 
somas en presencia de nifurtimox (Tabla 8 ) .  
Los microsomas de cerebro, testfculos y ri56n de rata muestran 
una produccidn incrementada de 0: cuando se 10s incuba con nifurti -
mox y los,homogenados de cerebro y testfculos tamblen son capaces 
de generar el radical anidnico del nifurtimox (Figs. 17 y 18). 
Aunque estas actividades no son tan altas como las de microsomas 
de hfgado podrfan ser las responsables de las lesiones producldas 
en esos tejidos par la accidn t6xica del nifurtimox (Hoffman, 1972). 
Los mecanismos de detoxificacidn del H202 en cerebro y testfculos 
no son claros. Las enzirnas protectoras como la glutatidn peroxida- 
sa y la catalasa, que actdan en otros tejidos para destruir a1 H20Z 
(Introduccidn) parecen estar en muy baja actividad o ausentes en 
cerebro Ccohen y Hochstein, 1973) y testfculos (Buhrley y Ellis,1973) . 
El tejido cerebral es muy sensible a la inhibicidn de la glucdli~i~ 
cuando se aiaden agentes generadores de H202 como 10s - 8-6 phidroxi 
fenoles (Hochstein y Cohen, 1960; Cohen y Hochstein, 1963). Esta sen -
sibilldad puede contribuir a la susceptibilidad del cerebro a 10s 
efectos citot6xicos.del nifurtimox. Por otra parte la peroxidacidn 
lipfdica iniciada por 10s radicales libres generados a trav6s del 
ciclo redox del nifurtimox pueden constituir un importante mecanis - 
mo para explicar el dafio del cerebro y otros tejidos. Asimlsmo las 
L 
alteraciones ultraestructurales observadas en testfculo de rata 
luego de lnocular nifurtimox son elmilares a las producldas poB 
radiaclones lonizantes (Hugon y Borgers, 1966) que generan radl- 
cal OH'. Los dafios ultraestructura~es observados pueden lnterpre -
tarse como resultado de una alteracldn lnmediata de las cglulas 
de Sertoll que a su vez produce un defect0 en las celulas g e m L  
nales (compartimfento apical), especialmente ' S  las mbs actlvas 
10s espermatocitos prlmarlos, que degeneran en su totalldad con 
10s tratamlentos prolongados. ~ o m o  alteracldn secundaria y deb1 -
do a1 aumento de la fagocitosls por las cdlulas de Sertoll, se 
observa, luego de tratamientos prolongados, un aumento de 11~0- 
somas secundarios (cuerpos multlvesiculares), inclusiones llpf- 
dicas y otros derivados de la actividad fagocftica. 
La reduccidn enzim&tlca del grupo nltro es requerida para la 
accidn bactericida de 10s nltrofuranos. La reduccldn.de1 grupo 
nltro es necesaria para el efecto mutaggnico en bacterias y para 
la rotura del ADN bacteriano o de mamffero, asl como para la unidn 
covalente de 10s intermediarlos de la reduccidn de 10s nitrofu- 
ranos a las protefnas y a1 DNA. El o 10s intermediarios response 
bles por estos fendmenos son todavla desconocldos y deben tener 
un estado de oxidaci6n entre el radical nltro y la amlna 
(Peterson y col. 1979). La mayorfa de 10s autores creen que la 
hidroxilamina, que es el product0 de reduccidn por cuatro elec- 
trones, es el metabolito reactlvo responsable de 10s efectos 
bloldglcos de 10s nitrocompuestos (Peterson y col. 1979). Ya 
que la nitrorreducci6n del nifurtimox procede a traves de un 
radical libre anibnico, se plantea el lnterrogante sobre si 10s 
1 
equivalentes de reduccidn requeridos para la formacidn de la 
fidroxilamina y la amina derivan a travgs de la nitrorreductasa 
del NADPH, 0, corn ha sido sugerido por estudios electroqufmicos 
(Peterson y col. 1979) del propio radical libre. 
El decaimiento de segundo orden del radical implica que es 
el propio radical el que provee el segundo electrdn necesario ps 
ra la formacidn del nitrosoderivado. Los nitrosocompuestos son 
conocidos como muy reactivos y susceptibles de reduccidn enzima- 
tica o no enzimdtica por NADPH (Guillette, 1971). Este interme- 
diario tambi6n puede ser reducido por el radical anidnico nitro- 
aromdtico (Kastening, 1964). Por lo tanto, el radical anidnico 
podrfa proveer todos 10s equjvalentes de reduccidn necesarios pa - 
ra formar la amina derivada. Sin embargo, 10s resultados de la 
Tabla 9 indican que probablemente el citocromo P-450 puede intex 
venir transportando electrones del NADPH a1 nitrosoderivado para 
formar la hidroxilamina. En este sentido, es apropiado destacar 
que el citocromo P-450 es esencial a1 menos en el tlltimo paso de 
la reduccidn del nitrobenceno a anilina, la reduccidn de la 
fenilhidroxilamina (Harada y Omura, 1980). 
Mecanismo de desinto.xicaci6n hepatica del nifurtimox 
Los cambios en el nivel del glutatidn oxidado (GSSG) en la 
bilis pueden deberse a maltiples factores que determinan ya sea 
su sfntesis o su degradacidn. D o s  factores influencian su sfnte -
sis: a) la actividad de la GSH peroxidasa, la enzima limitante en 
la sfntesis de GSSG y b) la disponibilidad del sustrato para la 
glutatidn peroxidasa, es decir, hidroperdxidos lipfdicos y perd- 
xido de hidrbgeno. Nuestros estudios demostraron la ausencia de 
pdificaciones de la actividad de la GSH peroxidasa en las ratap 
tratadas con nifurtimox. Sin embargo, el nifurtimox indujo la 
generacidn de H202 y la peroxidacidn lipfdica _.- in vitro por micro -
somas de hlgado de rata (Tabla 8, Figs. 23 y 24). Aunque 10s C O ~ ~ U  - 
gados dieno no fueron elevados -- in vivo luego del tratamiento de las 
ratas con nifurtimox este resultado podrfa indicar solamente un 
eficiente mecanismo de metabolizacidn de hidroperdxidos. 
En la degradacidn de GSSG son importantes dos factores: a) la 
actividad de la GSSGreductasa y b) la disponibilidad de la coenzi- 
ma de la GSSG-reductasa, el NADPH. El nifurtimox estimuld la oxida -
cidn de NADPH por microsomas de hfgado de rata (Tablas 8 y 9) ,es 
decir el consumo de coenzima, y.por otro lado inhibid la actividad 
in vitro de la glutatidn reductasa de hfgado de rata (Fig. 30). Aun 
- -
que -- in vivo esta actividad enzimatica no fue afectada, esto puede 
atribuirse a una inhibicidn reversible de la enzima como ha sido 
demostrado en el caso de otros nitrofuranos (Buzard y col. 1960). 
Por lo tanto, el aumento de la liberacidn de GSSG no puede 
ser solamente el resultado de un increment0 de la peroxidacidn lipf -
dica y parece mbs probable que sea causado por una combinacidn de 
factores mdltiples que revelan el stress oxidativo de las cblulas. 
En este contexto, vale la pena mencionar que un increment0 en la I& 
beracidn de GSSG ha sido observado durante las transiciones oxidati -
vas asociadas a la oxidacidn de drogas y durante el metabolismo de 
hidroperdxidos enddgenos y exdgenos (Sies y Summer, 1975; Sies y 
col. 1978 ; Oshino y Chance, 1977) . 
Se ha demostrado la conversidn enzimatica de varios nitrofura -
nos en conjugados del glutatibn con liberacidn de nitritos (Boyland 
k Speyer, 1970). Esta reaccidn lleva a la pgrdida de la toxici-' 
dad de 10s nitrofuranos ya que dsta es marcadamente dependiente 
de la presencia de grupos nitro. Por lo tanto, la liberacidn de 
GSH del hfgado inducida por el nifurtimox podrfa explicarse por 
la formaci6n de un conjugado del mismo. Sin embargo, otros meca - 
nismos de depleccidn del GSH hepgtico no pueden excluirse. Es 
posible que debido a su capacidad secuestrante de radicales, el 
GSH reaccione con 10s radicales generados por el nifurtimox(Fig.22) 
Los radicales combinados con el glutatidn que resultarfan podrfan, 
por un lado,llevar a alteraciones funcionales de las protefnas ce -
lulares y de membrana y,por el otro, a una pgrdida de GSH hep8ti- 
c01 ya que este escaparfa a la -determinacidn por el metodo que 
utilizamos. Otra posibilidad es que el nifurtimox impida la sfnte -
sis de novo del GSH. 
-- 
Los estudios espectrofotom6tricos de las bilis de las ratas 
tratadas con nifurtimox, dieron indicaciones de diferentes m8ximos 
de absorcidn a 295.nm y 415 nm. Una absorbancia similar a 415 nm 
. . 
ha sido observada en hfgados aislados luego de ser perfundidos con 
nitrofurantofna y se ha sugerido que posiblemente fuera debida a 
un metabolito polar de ese nitrofurano (Jonen y Kaufman, 1980). En 
estudios anteriores se habfa demostrado la existencia de una vfa 
de metabolizacidn de 10s nitrofuranos que lleva a la formacidn de 
metabolitos polares amarillos que absorben cerca de 415 nm y que 
se detectan en la orina de animales tratados con esos nitrofuranos 
(Olivard y col. 1962; Paul y col. 1960). Posteriormente, esos me- 
tabolitos fueron identificados en la orina de ratas tratadas con 
nitrofurantofna como mezclas tautom6ricas de 4-hidroxi-5-nitrofiranc - 
101 
carboxaldehfdo y sus correspondlentes formas - aci-nitro, lndicatl -
vas de la hldroxllacldn metabdlica del an1110 furano (Ollvard y 
col. 1976). 
Aunque la naturaleza qufmica de estos metabolltos del nlfurtl 
mox encontrados en la bills no se ha ldentificado, parece poslble 
que puedan ser 4-hldroxiderivados de la droga. 
Mecanlsmo de toxicidad del benznldazol en el T. cruzl y en el hugsped 
El benznldazol es reducldo por 10s microsomas de hfgado de ra -
ta a un radical anldnlco nitroaromStico. La reoxldacidn de este rad& 
cal se acompafia de la formacl6n de radlcales derivados de la reduccidn 
parcial del oxfgeno. Se encontrd que el benznldazol: a) lndujo un au- 
mento del consunao de oxfgeno mlcrosomal (Fig. 34 y Tabla 16); b) esti -
mule la velocldad de generaci6n de 0; (Figs. 35 y 36 y Tabla 16) y C) 
increment6 la velocldad de formacidn de H202 (Figs; 37 y 38). ~ d d s  
de estos efectos, se obtuvleron evidenclas de la formacl6n del radical 
anldnlco por espectrometrfa de resonancia paramagnetica electrdnlca 
(Fig. 33). Los efectos de 10s inhibidores de la Tabla 16 lndlcan que 
la reduccidn lnlclal de la droga es lnlciada por la NADPH citocroW 
P-450 (c) reductasa, slendo la droga capaz de reacclonar con oxfgeno 
molecular para generar anidn superbxido, cuya dlsmutacl6n determlna I 
la formacidn de H202. El efecto de 10s inhibidores especfficos del 
cltocromo P-450 (metopirona y SKF-525-A) sobre el consumo de o2 y la 
generac16n de 0: (Tabla 16) estlmulados por el benznldazol, indica 
que el cltocromo P-450 no esta lnvolucrado en la reduccl6n del beam& 
dazol. 
La reaccidn del benznidazol con el oxfgeno bloquea la redu -
ccidn posterior del grupo nitro y de esa forma inhibe la forma- 
cidn de intermediaries presumiblemente responsables de la unidn 
a1 ADN como ha sido descripto para otros nitrolmidazoles (La Russo 
y col., 1977). Se Cree que esta interaccidn con el ADN puede ser 
responsable de la toxicidad del benznidazol en el T. - cruzi(Po1ak 
y Richle, 1978) . 
La toxicidad selectiva del benznidazol contra el -- T. cruzi 
(Polak y Richle, 1978) puede explicarse a trav&s de la reaccidn 
de detoxificacidn entre el oxfgeno y el radical anidnico. Ya que 
la reduccidn a trav&s de la cesidn de un electrdn ocurre solamen -
te en 10s tejldos de mamffero , el oxfgeno oxida a1 radical trans -
fodndolo nuevamente en la droga original antes de que ocurra 
alguna interaccidn entre el radical libre y las macromol6culas y 
antes de que ocurra la reduccidn de ese radical con la formacidn 
de derivados nitroso e hidroxilamina, 10s que son aparentemente 
responsables de 10s efectos mutag$nicos(Rosenkranz y Speck, 1976) 
de la rotura del ADN (Olive y Mc Calla, 1977) y de la alquilacidn 
de protefnas (Mc Calla y col., 1971). Esta deduccidn esta apoyada 
por la falta de toxicidad de esta droga en el hombre. Estas eviden -
cias tambi6n indican que la cantidad de anidn superdxido y perdxi- 
do de hidrdgeno generados -- in vivo por esta droga, no es citotdxi -
ca y no debe sobrepasar 10s niveles basales. Finalmente la reaccidn 
entre el radical y eloxfgeno podrfa explicar la falta de actividad 
carcinog&nica del benznidazol, ya que el O2 inhibe completamentc su 
reduccidn a1 contrario de lo que ocurre con el potente carcindgeno 
4-nitroquinolina N-oxido, cuya reduccidn es, en parte, insensible 
a1 oxfgeno (Kato y cola 1970). 
CONCLUS IONES FINALES 
A pesar de que l a  Enfemedad de Chagas, causada por e l  Try- 
panosoma c ruz i ,  es un importante problem de Salud Pdblica para 
muchos pafses Latinoamericanos no s e  ha conseguido hasta  e l  momen - 
t o  e l  disefio de un adecuado agente terapeutico. 
Un in t en to  racional  para e l  dise5o y seleccidn de agentes 
terapeuticos es e l  que se basa en l a  deteccidn de mecanismos bio  -
16gicos o moleculares en e l  parasite que puedan ser afectados por 
drogas que a l a  vez resu l ten  inocuas para e l  hugsped. En t eo r l a ,  
cualquier reaccidn metabdlice importante para e l  pardsi to  puede 
ser considerada un adecuado blanco para 10s agentes quirnioterdpL 
cos . 
Desde hace var ios  aiios se han estado estudiando d i fe ren tes  
vfas metab6licas en el T. -- c r u z i  con e l  obje to  de encontrar d i feren -
c i a s  que puedan l l e g a r  a ser importantes para e l  disefio de nuevos 
agentes tr ipanocidas.  La pr inc ipa l  d i ferencia  bioqufxnica que se 
ha encontrado has ta  e l  presente es el bajo desar ro l lo  de 10s mecz 
n imos  protectores  d e l  pa ra s t to  contra 10s productos derivados de 
la  reduccidn pa rc i a l  d e l  oxfgeno. 
La ausencia de mecanisrnos e f i c i en te s  de defensa contra l a  
accidn dele tgrea  de 10s productos de l a  reduccidn pa rc i a l  d e l  0x2 
geno puede tener  una importancia f w d m e n t a l  para e l  desar ro l lo  
de quimioterapicos que,,presentsn toxicidad se lec t iva .  Un avance 
importante en este sent ido e s t a  representado por l a s  invest iga-  
ciones que realizamos sobre elmecanismo de accidn de n i t ro fur=  
nos y nitroimidazoles.  
E l  nifurt imox,  un derivado ni trofurano,  es una de l a s  dro- 
gas mSs e f e c t i v a s  u t i l i z a d a s  en e l  t ratamiento de l a  enfermedad 
de Chagas. Concentraciones farmacoldgicas de nifurt imox son capa 
-
ces de produci r  una est imulacidn mexima de  la  produccidn de 0: 
por f racc iones  mitocondxiales y microsomales de T. c r u z i  e i n i c i a r  
- 
l a  d i fus idn  de  B202 fue ra  de las ce lu l a s  (Figs.  9-11). E l  primer 
paso en la  reduccidn e n z w t i c a  d e l  nifurtimox cons i s t e  en l a  
t r ans f e r enc i a  de un so lo  e l ec t rdn  con generacidn d e l  r a d i c a l  an id  
nico d e l  mismo (Figs. 3-7). E s t e  r ad i ca l  anibnico reacciona con e l  
oxfgeno regenerando e l  nifurtiraox y generando 05 que dismuta 
daiio a 1  ADN 
4 peroxidacidn l i p f d i c a  
a H202. su reaccidn con 0: ca ta l i zhda  por ~ e ~ +  l l e v a  a l a  genera 
- 
cidn de r a d i c a l  oxhtdkilo (OH*) capaz de i n i c i a r  procesos de pe- 
.,s 
roxidaci6n l i p f d i c a  y dafio a 10s Scidos nucleicos.. E s t e  mecanis- 
4 ,. 
mo aparentemente es e fec t i vo  en todos 10s es t ad fos  c e l u l a r e s  de 
T. c r u z i  (Figs.  3-11) y puede ser responsable de  10s e f e c t o s  t d x i  
- - 
cos c o l a t e r a l e s  d e l  nifurtimox en 10s t e j i d o s  d e l  hugsped p a r c i a l  
mente d e f i c i e n t e s  en mecanismos p ro tec to res  con t ra  10s derivados 
de l a  reduccidn p a r c i a l  d e l  oxigeno como e l  cerebro  y 10s testf- 
cu los  (Figs. 17,18 y 25, Tabla 1 2 )  y cons t i tuye  justamente una de 
l a s  l imi tac iones  para e l  uso de e s t a  droga en Medicina. ~ n ' e l  hf
- 
gad0 l a  reduccidn de  e s t a  droga es i n i c i a d a  por  l a  NADPH citocromo 
P-450 (cl reductasa ,  in tervin iendo tambfgn e l  citocromo P-450 
en su desintoxicacibn. A pesar de la efecffva generacidn de derl 
vados de la reduccidn parcfal del oxfgeno por 10s microsomas de 
hfgado (Figs. 21,22; Tablas 8 y 9) y de la peroxidacidn lipfdica 
que ocurre - in vitro migs. 23 y 24, Tabla 13) 10s eficientes meca - 
nismos de desintoxicacfdn del higado de 10s productos derivados 
de la reduccidn parcial del oxfgeno (Figs. 26-30) llevan a no 
provocar daiios in vivo (Tabla 15). 
-- 
El benznidazol, un nitroimidazol tambign efectivo contra la 
enfermedad de Chagas,tuvo un mecanismo similar de generacidn de 
derivados de la reduccidn parcial del oxfgeno en microsomas de 
hfgado de rata (Figs. 36-38, Tabla 16). Sin embargo,las concentra -
ciones utilizadas fueron un orden de magnitud superiores a las 
utilizadas en el caso del nifurtimox, por lo que la reaccidn del 
radical anidnico derivado del benznidazol con el oxfgeno probabl~ 
mente constituyd un mecanismo de desintoxicacidn evitando la f o ~  
macidn de derivados de la reduccidn de la droga potencialmente 
tdxicos (nitrosoderivado , hidroxilamina) Estas reacciones no ocu -
rrieron en el - T. cruzi (Figs. 33, 36 y 38) lo que explicarfa la 
toxicidad de la misma sobre el parasite, ya que en 61 podrfan 
generarse otros productos de reduccidn de la droga que no apare- 
cen en 10s tejidos del huesped debido a la mencionada reaccidn de 
desintoxicacidn . 
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